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Les évènements moléculaires en amont et en aval de la petite GTPase Rac1 
menant à la migration cellulaire sont encore mal compris. La première partie du projet 
consiste à utiliser une approche protéomique non-biaisée pour tenter d’identifier les 
partenaires de Rac. Pour ce faire, nous avons développé une méthode de purification 
efficace et rapide de manière à maintenir les complexes protéiques transitoires intacts. 
Dans un deuxième temps, nous avons identifié des sites de phosphorylation sur la 
RacGEF atypique Dock5 en aval des intégrines. Afin de mieux comprendre le rôle de la 
phosphorylation de cette protéine, nous avons criblé une banque de kinases ce qui nous 
a permis d’identifier 14 kinases pouvant phosphoryler la région PXXP de Dock5. D’après 
nos résultats, ceci aurait comme effet de diminuer l’interaction entre Dock5 et ses 
partenaires contenant des domaines SH3. Ainsi, la phosphorylation de Dock5 régulerait 
la formation de complexes et le recrutement de Dock5 par des protéines adaptatrices. 





The molecular events upstream and downstream of Rac leading to cell migration 
and still to date not fully understood allthough more than 20 effectors have been 
identified for this GTPase. The first part of our project is to use a non-biased proteomic 
approach to try to identify novel binding partners of Rac1. In order to do so, we 
developped a novel purification strategy that enabled us to purify Rac and its binding 
partners in a timely manner. The second part of our project is to understand the role of 
Dock5 phosphorylation downstream of the integrins. We identified phosphorylated 
residues in the PXXP region of the atypical RacGEF upon fibronectin stimulation and 
found 14 kinases able to phosphorylate this region. According to our results, Dock5 
phosphorylation does not affect its GEF activity but diminishes its interaction with 
various SH3 domain-containing proteins. Thus, our data suggest that Dock5 
phosphorylation would regulate complex formation and recruitment of this protein by 
adaptor proteins. 
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  Introduction 
 
1. Cancer et métastase 
Les dernières données publiées par le gouvernement canadien prédisent 
qu’environ un Canadien sur quatre mourra du cancer, ce qui porte cette maladie au 
premier rang des maladies mortelles1. Parmi ceux-ci, 90 % des décès seront causés par 
la formation de tumeurs secondaires2. Lors de la formation de métastases, les cellules 
invasives quittent la tumeur et envahissent le stroma et les tissus connectifs voisins 
(figure 1, p.2). Elles peuvent ensuite intravasater à l’intérieur des vaisseaux sanguins 
ou lymphatiques, transiter à l’intérieur de ceux-ci, extravasater et finalement 
proliférer et coloniser un nouveau site (figure 1, p.2)3. L’invasion et la prolifération au 
sein d’un tissu étranger par une cellule tumorale sont des processus extrêmement 
complexes et seulement une sous-population des cellules tumorales peut surmonter 
ces difficultés, ce qui rend le processus métastatique plutôt inefficace4, 5.  En effet, 
plusieurs transformations additionnelles sont requises pour qu’une cellule tumorale 
acquière des propriétés invasives, et puisse quitter le site de la tumeur primaire6. Ces 
cellules sont caractérisées par leur capacité à se déplacer avec une haute vélocité, 
l’absence d’axe de polarité stable et leur morphologie atone6. Ainsi, l’étude des 
mécanismes moléculaires conférant à une cellule tumorale le potentiel de former une 
métastase pourrait permettre le développement de nouvelles cibles thérapeutiques 

















Figure 1 !  La formation de métastases. a ! Le mécanisme d’évasion des 
cellules tumorales du site de tumeur primaire vers un site secondaire. Les 
cellules métastatiques s’échappent du site primaire en empruntant le système 
sanguin ou lymphatique où elles sont entraînées vers d’autres organes/sites. 
Leur migration est bloquée par restriction de taille lorsqu’elles atteignent les 
capillaires d’un nouvel organe où elles pourront extravasater et proliférer si 
les conditions sont propices. Sont représentées ci-dessus des cellules 
tumorales coincées dans des capillaires de tissus musculaires et hépatiques. b 
! Le destin d’une cellule tumorale au sein d’une nouvelle niche. Lorsqu’une 
cellule cancéreuse atteint un nouvel organe, elle peut y résider comme cellule 
solitaire, former une petite métastase pré-angiogénique ou une métastase 
plus importante vascularisée. À chaque étape, seulement une fraction des 
cellules cancéreuses va proliférer et le reste des cellules (ou micro-métastases) 
vont rester dormantes ou mourir. Une cellule dite dormante est caractérisée 
par l’absence de prolifération et d’apoptose alors qu’une micro-métastase pré-
angiogénique dormante est caractérisée par des niveaux équivalents de 






2. Migration cellulaire 
La migration cellulaire joue un rôle central tant dans des processus 
physiologiques que pathologiques. En effet, elle est essentielle pour le 
développement embryonnaire, la réponse immunitaire, la réparation de blessures, 
mais aussi pour la vascularisation des tumeurs et la formation de métastases7, 8. Le 
mécanisme de migration mésenchymale est généralement divisé en cinq étapes 
majeures : (i) polarisation dans l’axe de migration, (ii) formation de protrusions 
membranaires au front de migration, (iii) adhésion à la matrice extracellulaire, (iv) 
contraction du corps cellulaire et finalement (v) désassemblage des sites d’adhésion 
focale à l’arrière de la cellule pour permettre un mouvement net vers l’avant (figure 2, 
p.4)7, 9, 10. Nous décrirons plus en détail ci-dessous chaque étape et les mécanismes 
moléculaires employés par la cellule. 
 
2.1 Polarisation 
Afin de permettre un mouvement net dans une direction donnée, la cellule 
doit, dans un premier temps, se polariser tant au niveau morphologique que 
moléculaire (figure 2, p.4). Ceci se traduit, entre autres, par la formation du front de 
migration, et par la redistribution asymétrique des récepteurs chémosensorielles, des 
intégrines et autres récepteurs de la matrice extracellulaire, ainsi que de plusieurs 
molécules du cytosquelette11-13. De plus, il y a relocalisation des filaments d’actine du 







Figure 2 !  Schéma des étapes de migration et structures des di!érentes protrusions. a ! La 
migration d’une cellule débute tout d’abord par la polarisation en réponse à un gradient de 
stimuli. La cellule adopte alors une morphologie polarisée et réaligne le noyau et le Golgi. La 
petite GTPase Cdc42 régule la polarisation en modulant la stabilité des microtubules de façon à 
favoriser les !laments de tubuline qui s’ancrent au front de migration. La deuxième étape est 
l’extension de protrusions, lamellipodes et !lopodes. La membrane est poussée par les !laments 
d’actine qui sont rapidement polymérisés à l’avant de la cellule en réponse à l’activation de Rac 
et Cdc42 qui induisent respectivement la formation de lamellipodes et de !lopodes. Ces 
protrusions sont ensuite stabilisées en formant des sites d’adhésion immatures et la cellule va 
pouvoir déplacer le corps cellulaire grâce aux forces de contraction générées par les faisceaux 
d’actine:myosine assemblés par Rho. Finalement, les sites d’adhésion sont désassemblés à 
l’arrière de la cellule. b ! Les lamellipodes sont principalement constitués de !laments d’actine 
agencés en lacis et ceux-ci sont nucléés par le complexe Arp2/3. Quant à eux, les !lopodes sont 
formés par de longs !laments d’actine droits et parallèles. Adaptée de Ref [8, 18]  
1. Direction du mouvement (Cdc42)
4. Contraction (Rho)
3. Adhésion2. Formation de lamellipodes (Rac)
a
b






2.2 Formation de protrusions 
Une fois polarisée, la cellule génère la force motrice nécessaire pour projeter la 
membrane vers l’avant en polymérisant rapidement des filaments d’actine au front 
de migration15-17. Ces filaments déforment la membrane et donnent lieu à différentes 
formes de protrusions dont les plus répandues et les mieux caractérisées sont les 
lamellipodes et les filopodes (figure 2, p.4). Les premières sont des extensions larges 
et minces de la membrane qui ont l’aspect d’une feuille de papier et sont composées 
d’un lacis de filaments d’actine alors que les filopodes sont de petites extensions 
digitiformes composées de filaments d’actine droits et parallèles. Bien que 
dépourvues d’organelles, ces structures sont enrichies d’actine, et de protéines 
associées au cytosquelette.  
 
2.3 Adhésion 
La formation de sites d’adhésions focale au front de migration est nécessaire 
pour stabiliser la protrusion et fournir à la cellule la force de traction nécessaire pour 
déplacer le corps cellulaire18, 19. Ainsi, lorsque la membrane s’étend et qu’elle entre en 
contact avec la matrice extracellulaire, elle se stabilise en formant rapidement de 
nouveaux sites d’adhésion (figure 2, p.4)19-23. Bien que plusieurs familles de 
récepteurs soient impliquées dans la migration, les intégrines sont une classe 
majeure de récepteurs promigratoires et servent de point d’ancrage en reliant la 
matrice extracellulaire au cytosquelette d’actine18. L’engagement et l’agrégation des 
intégrines sont suffisants et nécessaires pour recruter plusieurs composantes des 
sites d’adhésion focale telle que les protéines Src, FAK, tensine, #-actinine, vinculine, 





Une fois formés, les sites d’adhésion focale immatures, aussi appelés 
complexes focaux26, vont en grande majorité être recyclés pour former de nouveaux 
sites d’adhésion, alors que certains vont perdurer et atteindre maturité à l’arrière du 
front de migration en réponse aux fibres de stress27. Les sites d’adhésion focale 
matures peuvent être désassemblés à leur tour dans la région périnucléaire ou être 
transformés en adhésions fibrillaires28. 
 
2.4 Contraction 
Afin de se déplacer, une cellule doit être en mesure de générer une force de 
contraction qui va lui permettre de déplacer le corps cellulaire vers l’avant. Les sites 
d’adhésion au front de migration et à l’arrière de la cellule sont ceux qui subissent les 
plus fortes forces de contraction19. Ces forces sont générées par l’interaction entre les 
filaments d’actine attachés aux sites d’adhésion et la myosine II29, 30. L’activité de cette 
enzyme est régulée par la phosphorylation de sa chaîne légère (MLC) qui l’active et 
stimule la contraction. Brièvement, la MLC peut être phosphorylée par MLC kinase 
(MLCK) ou par Rho kinase (ROCK) et déphosphorylée par la MLC phosphatase, qui est 
elle-même phosphorylée et inhibée par ROCK. La MLCK est régulée par les niveaux 
intracellulaires de calcium alors que ROCK est activée par la petite GTPase Rho31. 
 
2.5 Désassemblage des sites d’adhésion 
Les sites d’adhésion à l’arrière de la cellule doivent être désassemblés afin de 
rétracter cette région. Il est à noter que les mécanismes moléculaires régissant le 
recyclage des sites d’adhésion immature au front de migration et le désassemblage 
des sites d’adhésions matures à l’arrière divergent l’un de l’autre32. Lors du 




d’intégrines !1 reste attachée à la matrice extracellulaire derrière la cellule et forme le 
migration track33, 34. Toutefois, les composantes cytosquelettiques sont tirées par les 
forces de contraction vers le corps cellulaire et se dispersent34. Le mécanisme de 
scission entre les intégrines et le cytosquelette est encore mal compris, mais il a été 
démontré que les forces de contraction ainsi que l’activité tyrosine kinase en général 
sont nécessaires pour détacher l’arrière d’une cellule33. 
 
Nous avons résumé ici les étapes clés de la migration mésenchymal et les 
joueurs moléculaires principaux. Bien que la compréhension des mécanismes 
moléculaires ait grandement évolué dans les dernières années, les mécanismes de 
coordination spatio-temporels menant à un travail concerté de chaque protéine 
impliquée sont encore mal compris. De plus, la migration in vivo est un processus plus 
complexe que ce que les modèles de culture cellulaire en deux dimensions nous 
laissent appréhender. Ainsi, la culture cellulaire en trois dimensions et l’imagerie in 
vivo dans des modèles animaux seront assurément très instructives dans les 
prochaines années.  
 
3. Dynamique de la polymérisation de l’actine 
 La polymérisation des filaments d’actine joue un rôle crucial dans le processus 
de migration, car elle fournit à la cellule la force mécanique pour projeter sa 
membrane vers l’avant. Nous allons donc revoir rapidement les principes de base de 
la dynamique de l’actine. Cette protéine possède une activité ATPase et peut donc 
hydrolyser une molécule d’ATP en une molécule d’ADP et une molécule de 
phosphate inorganique. Elle existe sous deux formes : en monomères souvent 
désignés actine G et en polymères désignés actine F. Ces polymères forment des 




l’extrémité positive (aussi appelée extrémité à barbes ou en brosse) qu’à l’extrémité 
négative (aussi appelée “extrémité pointue”). La polymérisation de l’actine 
s’accompagne de l’hydrolyse lente de l’ATP et l’on retrouve donc principalement de 
l’actine F•ADP au centre du filament et de l’actine F•ATP aux extrémités35. 
L’assemblage des filaments d’actine peut être divisée en trois étapes principales : (i) la 
nucléation, (ii) l’élongation (iii) et l’état stationnaire dynamique. La nucléation de 
l’actine est l’étape limitante et est le fruit de l’agrégation lente de monomères 
d’actine G en oligomères instables. Lorsque l’amas contient trois ou quatre 
monomères, il peut servir de noyau stable pour l’addition de monomères 
supplémentaires qui vont donner lieu à une polymérisation rapide du nouveau 
filament. L’élongation continue jusqu’à ce que la concentration d’actine G diminue. 
On atteint alors l’état stationnaire dynamique qui correspond à l’état d’équilibre 
entre la vitesse de polymérisation et de dépolymérisation, la taille du filament ne 
varie plus durant cette étape. 
 
 Plusieurs protéines participent à la régulation de la polymérisation des 
filaments d’actine. Les facteurs de nucléation en font partie et permettent de 
catalyser la formation des noyaux stables servant de support pour la formation de 
nouveaux filaments. Le premier à avoir été identifié est le complexe Arp2/3 formé de 
sept protéines36. Les protéines Arp2 et Arp3 sont apparentées à l’actine et peuvent 
s’associer ensemble de façon à imiter un dimère d’actine37. La polymérisation de 
l’actine peut alors se faire de façon efficace par l’extrémité positive. Ce complexe peut 
aussi se lier à la surface des filaments préexistants de façon à former des 
embranchements dans un angle de 70 °. La polymérisation de l’actine par le 







 Les formines forment une deuxième famille de facteurs de nucléation. Ceux-ci 
catalysent la nucléation de nouveaux filaments grâce à leurs domaines FH2 pouvant 
lier les monomères d’actine38. Ils donnent lieu à des filaments droits dépourvus 
d’embranchement38. Il est à remarquer que le potentiel de nucléation des différentes 
formines varie beaucoup entre elles et elles peuvent même dans certains cas induire 
la dépolymérisation de l’actine ou l’assemblage de faisceaux d’actine39. Finalement, la 
troisième famille de facteurs de nucléation est Spire. À l’instar des formines, elles 
forment des filaments d’actine droits dépourvus d’embranchement grâce à leurs 
quatre domaines WH240. Ainsi, les formines et les protéines Spire donnent lieu à un 
réseau de filaments d’actine droits. 
 
 De plus, il existe une large panoplie de protéines pouvant favoriser la 
polymérisation ou la dépolymérisation de l’actine. Soulignons tout d’abord le rôle de 
la profiline qui lie l’actine G, permet l’échange de l’ADP pour l’ATP et favorise 
l’addition de monomères à l’extrémité positive. Il existe aussi plusieurs protéines 
telles que gelsoline, villine et sévérine, pouvant coiffer une extrémité ou l’autre du 
filament et bloquer la dépolymérisation à cette extrémité. Finalement, il existe 
plusieurs protéines pouvant fragmenter les filaments préexistants ce qui permet de 
contourner l’étape de nucléation et stimuler la polymérisation. De plus, plusieurs 
protéines ont comme fonction de réticuler les filaments entre eux de façon à former 
différents réseaux. L’équilibre entre ces différents facteurs permet de donner lieu aux 






4. Les petites GTPases : superfamille d’interrupteurs 
moléculaires 
La superfamille des petites GTPases Ras comprend plus de 150 membres chez 
l’humain et l’on retrouve des orthologues conservés au fil de l’évolution dans tout le 
règne eucaryote41, 42. Ces protéines peuvent être divisées en cinq grandes familles 
selon leur homologie de séquences et leurs similitudes fonctionnelles : Ras, Rho, Ran, 
Rab et Arf41. Chaque famille est spécialisée dans la transduction des signaux 
différents bien que leurs fonctions s’entrecroisent largement. Ainsi, les Ras contrôlent 
principalement la prolifération, la différenciation et la survie grâce à la régulation de 
l’expression génique41. Comme nous allons le voir plus en détail dans les prochaines 
sections, les protéines Rho régulent le remodelage du cytosquelette. Les protéines 
Ran régulent le transport nucléaire et sont très apparentées aux Rab qui elles 
régulent le transport vésiculaire, fonction qu’elles partagent d’ailleurs avec les Arf41. 
 
Les deux premiers membres à avoir été découvert et qui ont permis d’élucider le 
mécanisme enzymatique de cette classe de protéines sont l’oncogène p21RAS 
impliqué dans la transduction de signaux et la GTPase EF-Tu impliquée dans la 
traduction des protéines43-48. Outre quelques exceptions49, tous les membres de cette 
famille partagent un même mécanisme biochimique, c’est-à-dire qu’ils agissent en 
tant qu’interrupteur moléculaire en hydrolysant le GTP en GDP (figure 3, p.11). En 
effet, ces protéines oscillent entre trois états : la forme inactive liée au GDP, la forme 
très transitoire dépourvue de nucléotide et la forme active liée au GTP, conformation 
dans laquelle elles peuvent interagir avec leurs effecteurs et les activer43, 50. Toutefois, 
leur activité intrinsèque d’hydrolyse du GTP est de façon générale très basse et leur 
constante de dissociation du GDP très faible50, 51. Ainsi, elles dépendent de trois 
classes de protéines pour moduler leur activité: les facteurs d’échange de nucléotides 
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Figure 3 !  Les RhoGTPases. a ! Les GTPases agissent comme interrupteur moléculaire en 
oscillant entre leur forme inactive liée au GDP et leur forme active liée au GTP pouvant intéragir 
avec leurs di!érents e!ecteurs. Ce cycle est positivement régulé par les GEFs qui favorisent le 
relâchement du GDP en faveur du GTP. Les GAPs catalysent la réaction d’hydrolyse du GTP alors 
que les GDIs séquestrent la GTPase et inhibent l’interaction avec les e!ecteurs. Les protéines 
régulatrices sont elles-mêmes hautement régulées par des stimuli extracellulaires a"n de 
permettre une activation contrôlée des GTPases. b ! La famille des RhoGTPases. La sous-famille de 
Rac comprend Rac1-3 et RhoG et induisent la formation de lamellipodes. Les protéines RhoA, 
RhoB et RhoC induisent toutes les trois l’assemblage de "bres de stress et favorisent les forces de 
contraction alors que les membres de la sous-famille de Cdc42, TCL, TC10, Wrch1-2, Rif et RhoD 






dissociation des nucléotides guanidiques(GDIs) (figure 3, p.11). Les GEFs sont des 
régulateurs positifs du cycle en ce sens qu’elles catalysent l’échange du GDP pour le 
GTP et donc activent la GTPase. Les GAPs activent l’activité intrinsèque d’hydrolyse du 
GTP et donc favorisent l’état inactif. Un troisième niveau de régulation fourni par 
l’activité des GDIs régule les GTPases Rho et Rab. Les RhoGDIs et les RabGDIs sont 
divergentes d’un point de vue structurel, mais sont très analogues 
fonctionnellement53. En effet, elles agissent comme régulateurs négatifs du cycle des 
GTPases et peuvent utiliser trois mécanismes distincts pour ce faire. Leur rôle le plus 
connu et d’où elles tirent leur nom est d’empêcher la dissociation du GDP de la 
GTPase, la bloquant ainsi dans sa conformation inactive54. Les GDIs peuvent aussi 
interagir avec la forme liée au GTP, elles inhibent alors l’activité GTPase intrinsèque et 
celle catalysée par les GAPs mais bloquent aussi l’interaction avec les effecteurs, 
empêchant ainsi toute transduction de signaux55-59. Finalement, elles peuvent aussi 
masquer le site d’ancrage à la membrane et donc séquestrer la GTPase dans le 
cytosol60. Les mécanismes régulant l’association entre la GTPase et la GDI sont encore 
mal compris. Toutefois, certaines données démontrent que la phosphorylation de 
RhoGDI1 et RhoGDI2 par les kinases Src et Pak inhibe leur interaction avec Rac61-63. 
 
4.1 La famille des Rho GTPases 
La famille de petites GTPases Rho comprend 22 membres chez les mammifères 
qui peuvent réguler un grand nombre de voies de signalisation grâce à leur large 
panoplie d’effecteurs (figure 3 et 4, p.11 et 13)8, 49. Toutefois, la fonction la mieux 
connue pour la plupart des RhoGTPases est la régulation du cytosquelette d’actine. 








































































































































































































































































































































































































































































































un aspect différent du cytosquelette : RhoA induit la formation de faisceaux d’actine 
qui forment les fibres de stress, Rac1 induit le remodelage de l’actine de façon à 
former des feuillets d’actine et des lamellipodes, et finalement Cdc42 induit la 
formation d’extensions minces et riches en actine que sont les filopodes (figure 4, 
p.13)65. Nous allons étudier chacune de ces GTPases plus en détail avec un intérêt 
tout particulier pour Rac puisqu’elle sera l’objet de mes travaux de maîtrise. 
 
4.2 RhoA, RhoB et RhoC 
RhoA a été le premier membre de la famille des Rho GTPases à avoir été 
découvert en 1985 par Madaule & Axel et ce gène a retenu l’attention par sa haute 
homologie de séquences avec l’oncogène Ras66. Concurremment à cette découverte, 
plusieurs groupes ont rapporté que la toxine bactérienne botulinum neurotoxin 
pouvait ADP-ribosyler une protéine de 21kDa, alors prise à tort pour Ras67-70. Par 
sérendipité, il fut par la suite démontré que la protéine ribosylée est en fait Rho et 
que l’enzyme catalysant cette réaction est la C3 transférase, un contaminant de la 
toxine bactérienne71, 72. Qu’à cela ne tienne, un intérêt pour Rho est né, et en 1989 fut 
publié le premier lien entre Rho et le cytosquelette d’actine73. Le paroxysme fut 
atteint en 1992 lors de la publication de l’article de Anne Ridlley dans le journal Cell 
où il fut démontré que Rho régule l’assemblage des sites d’adhésion focale et des 
fibres de stress74. Puisque les trois isoformes de Rho partagent une très haute 
homologie, environ 85 %, et qu’elles induisent un phénotype cellulaire analogue 
lorsque surexprimées, les scientifiques ont longtemps pensé qu’elles avaient des 
fonctions similaires66, 74. Ainsi, RhoB et RhoC ont reçu très peu d’attention bien 
qu’elles aient été découvertes en même temps que RhoA. Toutefois, plusieurs 




différents75. Nous résumerons ici les principales voies de signalisation régulées par 
RhoA et ses effecteurs. 
 
4.2.1 Signalisation via RhoA-ROCK 
Lors de la migration cellulaire, Rho régule le cytosquelette d’actine de façon à 
promouvoir l’assemblage des faisceaux d’actine:myosine, favorisant ainsi les forces 
de contraction, et permet de rétracter l’arrière de la cellule. Ces effets sont médiés 
principalement grâce à deux de ces effecteurs : p160ROCK et mDia8. La Ser/Thr kinase 
ROCK est activée par Rho-GTP et peut alors phosphoryler et activer la kinase LIMK qui 
à son tour phosphoryle et inactive cofiline, stabilisant ainsi les filaments d’actine à 
l’intérieur des faisceaux d’actine:myosine76, 77. La kinase ROCK phosphoryle aussi la 
MLC phosphatase, la rendant ainsi inactive (voir 2.4, p.6)78. Ceci déplace l’équilibre de 
phosphorylation de la myosine, augmente les forces de contraction, favorise le 
déplacement du corps cellulaire et la rétraction de l’arrière de la cellule (voir 2.4, p.6)8. 
 
4.2.2 Signalisation via Rho-mDia1 
De plus, Rho régule à la fois le cytosquelette d’actine et de microtubules via un 
deuxième effecteur : mDia1. Cette protéine est l’orthologue chez les mammifères du 
gène diaphanous chez la drosophile79. Elle appartient à la famille des formines qui 
partagent une activité de nucléation pour les filaments d’actine, formant de longs 
filaments d’actine dépourvus d’embranchement80. À son état basal, mDia1 est 
autoinhibée et inactive. Lorsqu’elle interagit avec Rho-GTP, elle est activée et peut 
alors nucléer de nouveaux filaments d’actine80-82. Dans une cellule en migration, 




ARNi qu’elle est essentielle pour la migration cellulaire83, 84. En effet, elle semble 
réguler le recyclage des sites adhésion focale à la périphérie de la cellule en y 
recrutant Src, sans toutefois affecter l’activité kinase de cette dernière84. De plus, il a 
été démontré que mDia1 est impliquée dans la polarité cellulaire en régulant la 
stabilité et l’organisation du cytosquelette de microtubules84-86. En effet, mDia peut 
interagir directement avec les microtubules, promeut le coiffage de leurs extrémités, 
et en son absence, le centrosome est mal orienté dans une cellule polarisée84-86. 
 
4.2.3 Autres effecteurs de Rho 
 Nous avons revu ci-dessus les effecteurs les mieux caractérisés de Rho, soit 
ROCK, MLC phosphatase et mDia1. Toutefois, d’autres effecteurs de cette GTPase ont 
été identifiés. L’un d’entre eux est la Ser/Thr kinase Citron qui a été identifiée par le 
groupe de Narumiya en 1995 dans un crible de double hybride chez la levure87. 
Plusieurs études ont rapporté un rôle pour Citron kinase durant la cytokinèse alors 
qu’elle est recrutée au sillon de clivage88, 89. De plus, dans les neurones elle régule 
l’organisation de l’appareil de Golgi via le cytosquelette d’actine en recrutant ROCK-II 
et profiline IIa à cette organelle90. Il a aussi été rapporté que Rho peut interagir avec 
la PIP5 kinase et l’activer91, 92. Rho, Rac1 et Cdc42 peuvent toutes les trois activer les 
voies MAP Kinase ERK, JNK et p38 mais elles utilisent pour ce faire différentes 
molécules adaptatrices93, 94. Finalement, Rho peut aussi interagir avec les protéines 
kinase PKN, PRK2, Rhophilin et Rhotekin mais la signification biologique de ces 
interactions est que très peu connue95-99. 
 
Il semble exister une dichotomie entre les différentes activités de Rho. En effet, 




responsables de la contraction de la membrane au corps cellulaire et à l’arrière de la 
cellule. Cette activité est incompatible avec l’extension de la membrane au front de 
migration. D’autre part, elle active mDia1 qui est localisée à l’avant de la cellule et 
induit la formation de longs filaments d’actine. Cette dualité est bien représentée par 
la localisation de Rho-GTP détectée par la technique de FRET. En effet, Rho•GTP est 
localisée principalement à l’arrière de la cellule à l’exception d’une mince bande au 
front de migration100-102. Ceci suggère qu’il existe des mécanismes moléculaires 
encore mal compris pour localiser adéquatement Rho, mais aussi pour exclure ses 
différents effecteurs de certains compartiments cellulaires où leur activité serait 
nuisible pour la cellule. 
 
4.3 Cdc42 
La petite GTPase Cdc42 a été identifiée en 1990 dans un criblage chez la levure 
pour des souches mutantes présentant des défauts de bourgeonnement et de 
polarité cellulaire103. Il fut par la suite démontré que Cdc42 régule le cytosquelette 
d’actine de façon à former des filopodes et des sites d’adhésion focale104, 105. Les 
GTPases TCL, TC10, Wrch1, Wrch2, Rif et RhoD font partie de la même sous-famille que 
Cdc42 et peuvent avoir des fonctions cellulaires similaires106-108. En effet, elles 
peuvent interagir avec une partie des effecteurs de Cdc42, et elles peuvent toutes 
induire la formation de filopodes à l’exception de TCL qui induit la formation 
d’ondulations dorsales109-116. L’abolition de l’expression de Cdc42 n’est pas suffisante 
pour inhiber la formation de filopodes ce qui suggère que d’autres membres de cette 
sous-famille jouent un rôle redondant in vivo117. L’étude plus détaillée de la fonction 
de chacune de ces protéines individuellement et ensemble sera nécessaire pour 






4.3.1 Formation de filopodes : WASP, mDia2 ou IRSp53? 
Le premier indice quant aux mécanismes moléculaires employés par Cdc42 
pour induire la formation de filopodes fut découvert vers la fin des années 1990. Il 
fut alors démontré que Cdc42-GTP peut interagir la protéine N-WASP et l’activer. 
Cette dernière interagit elle-même avec le complexe de nucléation de filaments 
d’actine Arp2/3 et l’active118-126. Toutefois, plusieurs évidences suggèrent que les 
protéines WASP et Arp2/3 ne sont pas nécessaires pour la formation de filopodes. 
Ainsi, l’abrogation des complexes WAVE et Arp2/3 ou l’abolition de l’expression de N-
WASP bloquent la formation de lamellipodes, mais pas de filopodes127, 128. De plus, il 
fut démonté que Arp2/3 et N-WASP ne sont pas localisés ni un ni l’autre à la pointe 
des filopodes123, 129. Et donc, la question reste entière, comment Cdc42 induit-elle la 
formation de filopodes? Bien que l’énigme ne soit pas résolue, les évidences 
pointent vers la formine mDia2/Drf3 comme facteur de nucléation en aval de Cdc42. 
La première évidence est que Cdc42•GTP lie directement mDia2 et l’active, et cette 
interaction est nécessaire pour le recrutement de Cdc42 au front de migration et au 
centrosome130. Deuxièmement, l’abolition de l’expression de mDia2 bloque la 
formation de filopodes an aval de Cdc42130-132. De plus, la formation de filopodes 
induite par la GTPase Rif est médiée par mDia2133. Finalement, mDia2 est localisée à la 
pointe des filopodes où la polymérisation de l’actine a lieu129, 134. 
 
 Outre N-WASP et mDia2, IRSp53 est un médiateur potentiel de Cdc42 lors de la 
formation de filopodes. IRSp53 fait partie d’une famille de protéines incluant 
Missing-in-metastasis (MIM), BAI1AP2, IRSp53/BAP2# et BAP2. Elles contiennent toutes 
un domaine WH2 liant l’actine monomérique, un domaine CRIB pouvant lier 
Cdc42•GTP, et un domaine IMD pouvant lier à la fois les filaments d’actine et les 
membranes riches en PIP2, et elles sont généralement connues pour induire la 




surexpression de IRSp53 est suffisante pour induire la formation de filopodes et 
inversement l’abrogation de son expression en inhibe la formation136-138. De plus, 
l’expression ectopique du domaine IMD est suffisante pour induire la formation 
massive de filopodes135. Il a récemment été démontré que ce domaine IMD régule la 
formation de protrusions en induisant une courbure dans la membrane. En effet, ce 
domaine lie à la fois les membranes riches en PIP2 et les filaments d’actine et agit 
comme support pour replier la membrane et former une structure tubulaire135. IRSp53 
est localisée à la pointe des filopodes et des lamellipodes à l’interface entre la 
membrane plasmique et les filaments d’actine135. Finalement, plusieurs partenaires 
d’IRSp53 ont été identifiés pouvant potentialiser ses activités de courbure de la 
membrane et d’assemblage de faisceaux d’actine. On note entre autres la formine 
mDia et les protéines Eps8 et MENA, pouvant toutes induire l’assemblage de 
faisceaux d’actine à l’instar de IRSp53138-140. En conclusion, plus de vingt ans après la 
découverte du rôle de Cdc42 dans la formation de filopodes, les mécanismes 
moléculaires impliqués dans ce processus ne sont pas complètement élucidés. Il 
semblerait que cette protéine recrute et active au front de migration plusieurs 
complexes protéiques pouvant tous induire la formation de filopodes. 
Conséquemment, il pourrait y avoir différents mécanismes indépendants les uns des 
autres amenant à la formation de ces structures. 
 
4.3.2 Cdc42 et ses kinases 
Les kinases de la famille Pak ont été découvertes en 1994 lors d’un criblage 
pour des effecteurs des petites GTPases Rac1 et Cdc42141. Ces protéines, qui sont 
conservées au fil de l’évolution, comptent six membres chez les mammifères : Pak1 à 
Pak6142, 143. Elles sont généralement divisées en deux groupes, Pak1 à 3 dites 
conventionnelles forment le groupe 1, alors que les trois autres dites non 




d’activation différentiel. En effet, les kinases du premier groupe sont inactives à l’état 
basal et la liaison à Rac1•GTP ou Cdc42•GTP les active, alors que les kinases du 
groupe deux ne sont pas autoinhibiées à l’état basal et la liaison à la GTPase servirait 
plutôt à les localiser adéquatement et à recruter d’autres protéines144-148. Plus de 40 
substrats ont été rapportés dans la littérature et ce nombre reflète bien la variété de 
voies de signalisation dans lesquelles ces kinases sont impliquées142. Elles participent 
entre autres au remodelage du cytosquelette d’actine et de microtubules et 
phosphorylent environ une vingtaine de protéines impliquées dans ces processus142. 
Elles favorisent la formation de faisceaux d’actine:myosine en phosphorylant et 
activant LIMK qui elle-même phosphoryle et inactive cofiline149, 150. Elle phosphoryle 
aussi MLC phosphatase et la myosine directement, inactivant et activant 
respectivement ces deux protéines151, 152. Ainsi, de façon analogue à Rho-ROCK, elles 
favorisent la contraction cellulaire en régulant l’activité de trois protéines de cette 
voie : LIMK, MLC phosphatase et MLC. De plus, Pak1 phosphoryle la sous-unité 
régulatrice p41-ARC du complexe Arp2/3 et favorise la formation et la stabilité de ce 
complexe153. Finalement, les protéines Pak peuvent réguler l’activité de plusieurs 
petites GTPases en modulant l’activité et la localisation de plusieurs GEFs, GAPs et 
GDIs62, 154-158.  
 
 Une autre famille de kinases est activée par Cdc42 : les kinases MRCK1 et 
MRCK2. Elles ont été identifiées en 1998 et présentent une certaine similitude avec les 
kinases ROCK et PAK159. Leur mode d’action est d’ailleurs similaire à ces dernières : 
elles stimulent la formation de faisceaux d’actine:myosine par la phosphorylation de 





4.3.3 Le rôle de Cdc42 dans l’établissement de la polarité et le remodellage du 
cytosquelette de microtubules 
Outre ses fonctions dans le remodelage du cytosquelette d’actine, Cdc42 est 
aussi essentielle pour l’établissement de la polarité et le remodelage du 
cytosquelette de microtubules. Lors de la migration, la cellule réoriente le 
centrosome et l’appareil de Golgi vers le front de migration et un réseau de 
microtubules polarisés est essentiel pour ce faire. Ce réseau est établi en stabilisant 
spécifiquement les microtubules attachés au front de migration au détriment des 
autres162. Il a été démontré que seule Cdc42, ni RhoA ni Rac1, est essentielle pour 
orienter le centrosome correctement163. Un des effecteurs de Cdc42 possiblement 
impliqué dans la régulation des microtubules est la kinase Pak1 qui peut 
phosphoryler et inhiber Stathmin qui elle-même déstabilise les microtubules164, 165. 
Un autre effecteur de Cdc42 impliqué dans la régulation des microtubules est la 
protéine Par6. Cette dernière est en complexe avec Par3 et aPKC et régule la polarité. 
Lorsqu’activée par Cdc42, Par6 inhibe GSK-3! qui elle-même inhibe APC et stabilise 
les microtubules166. Finalement, il existe une troisième voie de signalisation en aval 
de Cdc42 impliquée dans le remodelage du cytosquelette de microtubules : le 
complexe IQGAP-CLIP170. IQGAP est localisée au front de migration et une de ses 
fonctions est de relier les filaments d’actine entre eux de façon à former des lacis167-
173. CLIP170 capture les extrémités positives des microtubules et stabilise les 
filaments174 et son interaction avec IQGAP augmente son affinité pour les 
microtubules et permettrait de la localiser au front de migration, stabilisant ainsi le 
réseau de tubuline localement175. 
 
 Préalablement au déplacement du centrosome lors de l’établissement de la 




rétrograde d’actine176. La petite GTPase Cdc42 participe aussi au déplacement de cette 
organelle, mais utilise, cette fois, la kinase MRCK1/2 pour y parvenir176. 
 
 Comme décrits précédemment, plusieurs protéines et composantes cellulaires 
sont distribuées de façon asymétrique dans la cellule de façon à créer une 
morphologie polarisée, et les lipides membranaires ne font pas exception. En effet, la 
composition lipidique du front de migration est différente de l’arrière de la cellule et 
ceci est nécessaire pour la migration directionnelle. Ainsi, Cdc42 régule l’activité de 
plusieurs enzymes impliquées dans le métabolisme des lipides : PI-3-kinase, PLD et 
PLC. La première phosphoryle les lipides et génère du PIP3 alors que les deux autres 
sont des phospholipases177-179. 
 
4.2.4 Autres fonctions de Cdc42 
Nous avons revu les principaux effecteurs de Cdc42 impliqués dans le 
remodelage du cytosquelette. Toutefois, cette GTPase régule aussi d’autres processus 
biologiques tels que la transcription génique via les MAP kinases à l’instar de Rho 
(voir 4.2.3, p.16). Elle régule aussi le transport vésiculaire et l’endocytose notamment 
via deux de ses effecteurs : TOCA-1 et ACK. La protéine TOCA-1 peut lier directement 
N-WASP et l’activer, est nécessaire pour induire la polymérisation d’actine in vitro en 
présence de N-WASP et Arp2/3, et induit la formation de filopodes180, 181. De plus, 
TOCA-1 contient aussi un domaine EFC/F-BAR capable d’induire des courbures dans 
la double couche lipidique et est impliquée dans la formation d’endocytose grâce à 
son interaction avec N-WASP et dynamine181, 182. De façon surprenante, l’inhibition de 
l’endocytose bloque complètement la formation de filopodes induite par Cdc42181. 
Outre TOCA-1, Cdc42 peut aussi réguler l’endocytose via la kinase ACK. Cette dernière 
interagit directement avec la chaîne lourde de la clathrine et est impliquée dans 





 Cdc42 est aussi impliquée dans le cycle cellulaire. En effet, l’expression de la 
forme dominante négative de cette protéine bloque les cellules en phase G1.185 De 
plus, si la même protéine mutante est exprimée dans des cellules synchronisées en 
mitose, les cellules arrêtent en prométaphase et cet arrêt est causé par la perte de 
l’attachement des microtubules aux kinétochores.186 Le rôle de cette GTPase lors du 
cycle cellulaire est encore mal compris et ceci est en partie dû au fait que les autres 
membres de cette sous-famille peuvent compenser la perte de Cdc42.187 Lors de la 
progression de G1 en phase S, Cdc42 semble contribuer principalement via ses 
fonctions de transcription génique. En effet, Rac et Cdc42 peuvent toutes les deux 
induire l’expression de la cycline D1188, 189 et Cdc42 peut aussi induire l’expression de 
la cycline D5 via p70 S6-kinase.190 Lors de la mitose et de la cytokinèse, Cdc42 régule 
plutôt le cytosquelette d’actine et de microtubules via les effecteurs décrits 
précédemment, notamment mDia3 qui permet l’attachement des microtubules au 
kinétochore et PAK qui régule les forces de contraction lors de la cytokinèse.186 
 
 Finalement, Cdc42 régule aussi le cytosquelette de septines via la famille des 
BORGs.191, 192 Les septines sont des protéines possédant une activité GTPasique 
pouvant s’associer en multimère et former des filaments à l’instar de l’actine et la 
tubuline, et leurs fonctions seraient de former un corset autour du corps cellulaire.193 
Bien que le rôle physiologique des protéines Borgs soit encore mal compris, elles 




La petite GTPase Rac1 a été la deuxième des Rho GTPases à avoir été 




Rac1 a été découverte en 1989 par Didsbury & al. et ils croyaient alors avoir découvert 
une nouvelle protéine similaire à Ras et substrat de la C3 transférase d’où elle tient 
son nom: Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1195. Il s’avéra que la préparation 
protéique était contaminée avec Rho, et que Rac n’est pas un substrat de cette 
enzyme. Deux ans plus tard, deux publications rapportaient que Rac1 active l’enzyme 
NADPH oxidase impliquée dans la défense immunitaire et la prolifération196, 197. Ceci 
était assez surprenant puisque ce fut la première enzyme identifiée dont l’activité est 
régulée par une GTPase. Le rôle de Rac1 dans le remodelage du cytosquelette et la 
formation de lamellipodes fut publié l’année suivante par Ridley & al. où ils 
démontrent que la micro-injection de la forme dominante active de cette protéine 
induit la formation d’ondulations membranaires dans une mono-couche de 
fibroblastes198. Nous savons maintenant que Rac1 fait partie d’une sous-famille 
comprenant Rac2, Rac3 et RhoG199. Elles peuvent toutes induire la formation de 
lamellipodes et d’ondulations membranaires, et partagent toutes un haut niveau 
d’homologie, RhoG étant la plus divergente avec 72% d’homologie avec Rac1199. 
Toutefois, certaines données suggèrent que Rac1 et Rac3 peuvent avoir des fonctions 
divergentes dans certains systèmes200, 201. RhoG est en quelque sorte le mouton noir 
de cette famille puisqu’elle ne peut pas lier les effecteurs des protéines Rac et son 
action principale semble être d’activer Rac via le complexe Dock180-Elmo202, 203.  
 
4.4.1 Rôles de Rac durant le développement 
Rac1 est le membre de cette sous-famille le mieux connu. Elle est exprimée de 
façon ubiquitaire et la délétion de ce gène est létale chez la souris avant le jour 
embryonnique 9.5 et les embryons mutants présentent de sévères défauts de 
formation des feuillets embryonnaires195, 204. La délétion conditionnelle de ce gène a 
été largement utilisée afin d’étudier la fonction de Rac1 dans différents tissus205. Des 




mutants étudiés mais la délétion de Rac dans les cellules endothéliales est la seule 
qui entraîne la mort embryonnaire et celle-ci est due à de graves défauts de 
vascularisation206. De façon surprenante, la délétion conditionnelle de Rac dans les 
progéniteurs musculaires n’empêche pas ces cellules de migrer correctement, mais 
entraîne plutôt des défauts de fusion des myoblastes207.  L’expression de Rac2 est 
restreinte au système hématopoïétique alors que l’expression de Rac3 est la plus 
intense dans le système neuronal195, 208-211. Ipso facto, la souris mutante pour Rac2 est 
viable, mais présente des neutrophiles déficients ayant des défauts de migration et 
de production de superoxide, alors que la souris mutante pour Rac3 est elle aussi 
viable, mais présente des défauts comportementaux, notamment une amélioration 
des fonctions motrices211-213. Quant à RhoG, elle est exprimée dans tous les tissus, 
mais à des niveaux variables214. La souris mutante pour RhoG se développe 
normalement et le seul défaut remarqué est une légère hyper-sensibilité des 
lymphocytes B et T aux antigènes, suggérant que RhoG régule négativement le 
système immunitaire214, 215. Une importante observation est que les protéines Rac ne 
semblent pas être entièrement redondantes puisque la délétion indépendante des 
différents gènes Rac n’entraîne pas les mêmes phénotypes. Par exemple, la délétion 
de Rac1 ou de Rac2 dans les cellules hématopoïétiques n’entraîne pas les mêmes 
défauts d’hématopoïèse ce qui suggère des rôles fonctionnellement divergents212, 216. 
 
4.4.2 Formation des lamellipodes 
Le premier mécanisme moléculaire permettant à la petite GTPase Rac1 
d’induire remodelage du cytosquelette d’actine fut découvert en 1998 alors qu’il fut 
démontré que la protéine WAVE agit en aval de Rac lors de la formation de 
lamellipodes120. WAVE fait partie de la famille des protéines WASP et celles-ci régulent 
la polymérisation d’actine en activant le complexe de nucléation Arp2/3120, 123. Ce 




lamellipodes127. Toutefois, Rac1 ne lie pas directement WAVE120 et deux liens ont été 
trouvés pouvant relier les deux molécules. Le premier est la protéine IRSp53 
introduite ci-dessus (voir 4.3.1 p.18). Il a été démontré que IRSp53 peut lier 
directement Rac•GTP et WAVE et est nécessaire pour l’activation du complexe Arp2/3 
in vitro217. Toutefois, la contribution de cette protéine à la formation de lamellipodes 
est controversée puisqu’elle semble se lier préférentiellement à Cdc42 in vivo et sa 
surexpression induit la formation de filopodes138, 218. Le deuxième lien entre WAVE et 
Rac est les protéines Sra-1 et Nap1219, 220. Contrairement à WASP, la protéine WAVE est 
active à l’état basal lorsque purifiée et in vivo elle forme un complexe avec les 
protéines PIR121/Sra-1, Nap1, Abi-1  et HSPC300 qui la maintiennent inactives221, 222. Il 
a été démontré que Rac et Nck peuvent induire l’activation de ce complexe en 
interagissant avec Sra-1 et Nap1219-221, 223, 224. 
 
Les formines mDia2 et mDia3 peuvent, elles aussi, être activées par Rac•GTP225. 
Toutefois, elles ont toutes les deux des fonctions établies dans la signalisation en 
aval de Cdc42: mDia2 induit la formation de filopodes alors que mDia3 régule 
l’attachement des kinétochores aux microtubules. Ainsi, leur rôle dans la signalisation 
de Rac et la formation de lamellipodes est controversé. Toutefois, l’abolition de 
l’expression de mDia2 par ARNi bloque la formation de lamellipodes et de 
filopodes131. De plus, l’expression de la forme dominante active de Rac dans ces 
cellules ne rétablit pas la formation de lamellipodes suggérant que mDia2 agit en 
aval de cette GTPase et que le complexe Arp2/3 ne peut pas compenser pour la perte 
de cette formine. De plus, une interaction entre mDia2 et le complexe formé de 
WAVE, Abi-1, Nap1 et Sra-1 a été rapportée par deux groupes récemment131, 226. Le 
premier groupe a trouvé que l’interaction entre la formine et la sous-unité Abi-1 
permet de localiser mDia2 au front de migration,131 alors que le deuxième groupe a 
plutôt rapporté que mDia2 fait partie d’un complexe multimérique avec WAVE, Abi-1, 




entre ces données n’est pas bien comprise et les différents facteurs de nucléation 
n’agissent probablement pas indépendamment les uns des autres, mais de façon 
intégrée. 
 
Outre le complexe de nucléation Arp2/3 et son activateur WAVE, deux autres 
classes de protéines sont absolument nécessaires pour la formation de lamellipodes 
tel que démontré par ARNi: ADF/Cofiline et les protéines de coiffage227-230. Lorsque 
Rac est active, elle peut activer les kinases de la famille Pak à l’instar de Cdc42 et 
celles-ci activent LIMK qui à son tour phosphoryle, mais inactive Cofiline149, 231.  La 
cofiline lie l’actine monomérique et les filaments d’actine et favorise la 
dépolymérisation de ces derniers. Les monomères d’actine liés à l’ADP ainsi relâchés 
peuvent être activés et réintroduient dans de nouveaux filaments. Lorsqu’activées 
par le Ca2+, les protéines de coiffage lient l’extrémité positive des filaments d’actine et 
empêchent leur élongation alors que le relâchement est contrôlé par les 
phospholipides232-234. Gelsolin est le membre le mieux connu de cette famille et il a 
été démontré que l’activation de Rac promeut le détachement de la gelsoline des 
filaments d’actine grâce à l’activation de son effecteur PIP 5-kinase235-238. Il est 
quelque peu surprenant que l’ADF/cofiline et la gelsoline soient indispensables pour 
la formation de lamellipodes puisque ces deux classes de protéines inhibent la 
polymérisation d’actine et l’activité de Rac les inhibent toutes les deux. Ceci peut être 
expliqué partiellement par la régulation rigoureuse de l’activation des GTPases de 
façon à activer ou inhiber les protéines adéquates au bon endroit et au bon 
moment239. 
 
3.4.3  Autres fonctions de Rac 
Tel que mentionné précédemment, les trois GTPases Rac, Cdc42 et RhoA 




protéine adaptatrice POSH et les protéines kinase MLK et Pak pour médier cet effet189, 
240-243. De plus, Rac régule la survie et la prolifération cellulaire grâce à l’activation de 
la voie de signalisation de NF-"B via la production d’espèces réactive de l’oxygène188 
et l’activation de la kinase AKT via l’activation de PI 3-kinase244-247. Finalement, Rac et 
Cdc42 sont toutes les deux impliquées dans l’établissement de la polarité grâce à leur 
interaction avec le complexe Par6-Par3-aPKC (voir 4.3.3 p.21)248-250.  
 
5. Les protéines Dock : nouvelle famille de GEF atypique 
Comme décrit plus haut, les GTPases oscillent entre deux conformations selon 
le nucléotide auquel elles sont liées. Ainsi, dans leur conformation active, elles sont 
liées au GTP et peuvent interagir avec leurs effecteurs. Une fois la molécule de GTP 
hydrolysée, la GTPase reste liée à une molécule de GDP et relâche un phosphate 
inorganique. Elle peut alors libérer le nucléotide et se lier de nouveau à une molécule 
de GTP puisque les concentrations intracellulaires de ce nucléotide sont supérieures 
à celles du GDP. Les GEFs régulent positivement ce cycle en favorisant le relâchement 
de GDP et en stabilisant la conformation dépourvue de nucléotides. La première GEF 
à avoir été identifiée est Dbl et elle a tout d’abord attiré l’attention par son 
implication dans la formation de lymphomes251. Le même groupe a démontré 
quelques années plus tard que cette protéine agit comme facteur d’échange pour la 
GTPase Cdc42252.  Depuis, environ 69 protéines appartenant à la famille de Dbl ont 
été identifiées253. Elles partagent toutes deux domaines : le Dbl-homology domain (DH) 
et un Pleckstrin-homology domain (PH). Le premier est le domaine catalytique qui est 
responsable de l’interaction avec la GTPase et favorise le relâchement du nucléotide 
et du Mg2+,254-256 alors que le deuxième interagit généralement avec les 
phospholipides et est alors nécessaire pour localiser la GEF à la membrane, mais peut 





5.1 La famille des protéines Dock 
Outre la très grande famille Dbl, il existe une autre famille de RhoGEFs: les 
protéines Dock253. Le premier membre et le mieux caractérisé est Dock180 et a tout 
d’abord été identifié comme protéine pouvant lier le domaine SH3 de CrkII grâce à 
son domaine PXXP C-terminal260. Il a ensuite été démontré que Dock180 interagit 
avec Rac et l’active261. Ces données ont été corroborées dans des études génétiques 
chez Cærnorhabditis elegans et Drosophila melanogaster qui ont démontré que Ced-5 et 
Myoblast city, les orthologues de Dock180 chez ces organismes, sont situés en amont 
de la GTPase Rac et sont impliqués dans plusieurs processus biologiques tels que la 
phagocytose, la migration des cellules de bordure, et la fusion des myoblastes. La 
famille des protéines Dock comprend 11 membres chez les mammifères nommés 
Dock1/Dock180 à Dock11 et peut être subdivisée en 4 sous-familles selon leur 
homologie de séquences253, 262. La sous-famille A, Dock180, Dock2 et Dock5, et la sous-
famille B, Dock3 et Dock4 sont des RacGEFs (figure 5, p.30)262-266. La sous-famille C, 
Dock6, Dock7 et Dock8, sont moins bien connues et elles semblent avoir la double 
spécificité pour Rac1 et Cdc42, bien que’aucune activité catalytique n’ait pu être 
détectée pour Dock8 dans les conditions utilisées (figure 5, p. 30)267, 268. Finalement, 
Dock9/Zizimin1, Dock10/Zizimin3 et Dock11/Zizimin2 sont des GEFs pour Cdc42 
(figure 5, p.30)262, 269-271. 
 
Elles partagent entre elles deux domaines conservés : le Dock-Homology Region 
1 et 2 (DHR1 et DHR2)262. Le DHR2 est le domaine catalytique et est nécessaire et 
suffisant pour l’activation de Rac alors que le DHR1 peut lier les phospholipides et 
permet de localiser les protéines Dock à la membrane262, 263, 269, 272, 273. Nous allons 
revoir ici les connaissances actuelles sur chaque membre des Dock avec une emphase 
























Figure 5 | La famille des protéines Dock. La famille des protéines Dock 
comprend 11 membres chez les mammifères qui peuvent être divisées en 4 
sous-familles selon leur homolgie de séquences. Le Dock-Homology Region 1 
(DHR1) peut lier les phospholipides et sert à localiser la GEF à la membrane 
plasmique. Le Dock-Homology Region 2 (DHR2) est le domaine catalytique 
responsable de l’interaction la GTPase. Les cinq premiers membres de cette 
famille ainsi que Dock7 sont des GEFs pour Rac alors que Dock9, 10 et 11 activent 
Cdc42. Dock6 possède la double spéci!cité et peut activer Rac et Cdc42 . Dock8 








Comme son nom l’indique, l’orthologue chez la Drosophile de Dock180, 
Myoblast city (MBC), a tout d’abord été trouvé lors d’un criblage pour des gènes 
impliqués dans la fusion des myoblastes274, 275. Les myoblastes mutants pour ce gène 
s’alignent correctement et forment des adhésions entre eux, mais ne fusionnent pas 
et les myofibres résultantes restent mononuclées274, 275. La mutation de dElmo 
entraîne des défauts similaires et place ces deux protéines dans la même voie de 
signalisation. De plus, il a été démontré que MBC est nécessaire pour au moins trois 
types de migration cellulaire : migration des cellules de bordure vers l’oocyte, la 
fermeture dorsale par les cellules épithéliales et la fermeture du thorax par les 
cellules des disques imaginaires de l’aile qui migrent les unes vers les autres pour 
former le notum à la ligne médiane. Durant le développement embryonnaire de la 
mouche, l’oocyte sécrète de grandes quantités des Platelet-derived growth factor-
vascular endothelial growth factor 1-3 (PVF) et ceci attire les cellules de bordure et 
l’activité de Rac est nécessaire pour ceci276. La mutation de Myoblast city empêche la 
migration collective de ce groupe de cellules, plus particulièrement pendant la 
première phase où la polarisation en réponse aux stimuli est essentielle276, 277. Lors du 
processus de fermeture dorsale, les cellules épithéliales migrent collectivement et 
sont guidées par les cellules du front de migration (à ne pas confondre avec le front 
de migration d’une cellule)275. La mutation du gène de Myoblast city altère le 
cytosquelette de ces cellules et entraîne des défauts de migration et ceci phénocopie 
les défauts entraînés par la mutation de dRac1, suggérant que ces deux protéines se 




city empêche la fermeture du thorax lors de la métamorphose et elle semble signaler 
en amont de dRac1 et JNK278. 
 
Ced-5, l’orthologue chez C. elegans de Dock180, est impliqué dans la 
phagocytose des cellules apoptotiques avec Ced-2, Ced-12 et Ced-10, les orthologues 
de CrkII, Elmo et Rac respectivement279, 280. Ced-5-Ced-12 peuvent lier directement le 
récepteur au PdtSer et servent de module d’activation pour cette voie de 
signalisation281. Outre les défauts de phagocytose, la mutation de Ced-5 entraîne 
aussi des défauts d’élongation chez les neurones moteurs de type D et des défauts 
de migration chez les cellules de la pointe distale et chez les cellules P durant le 
développement cérébral282, 283. Néanmoins, les mécanismes moléculaires en aval de 
Ced-5/Ced-12/Ced-10 dans ces processus sont peu connus. 
 
Le rôle de Dock180 chez les mammifères est moins connu que chez les autres 
organismes décrits précédemment. Lorsque surexprimée dans des cellules en culture 
avec Elmo, Dock180 induit la formation de lamellipodes, augmente l’étalement et la 
migration cellulaire, et la phagocytose263, 272, 284-286. La souris knock-out pour Dock180 
meurt à la naissance probablement d’asphyxie et elle présente de graves défauts de 
développement musculaire attribuable à un bloc de fusion des myoblastes qui ne 
sont pas sans rappeler les défauts de myogénèse de la souris mutante pour Rac1287. 
 
5.3 Dock2 
L’expression de Dock2 est limitée aux cellules hématopoïétiques266, 288. La 
délétion de ce gène chez la souris a permis de démontrer que Dock2 est 
indispensable pour la migration des lymphocytes B et T et des neutrophiles288, 289. 




en réponse à un gradient de cytokines et in vivo, ils n’atteignent pas leurs niches 
naturelles que sont les ganglions lymphatiques et la rate288. Il a récemment été 
démontré que, dans les neutrophiles, le recrutement de Dock2 au front de migration 
se fait en réponse à la synthèse de PIP3 par la PI3-kinase, et dans un deuxième temps 
la synthèse d’acide phosphatidique par la phospholipase D est nécessaire pour y 
stabiliser Dock2273, 289. 
 
5.4 Dock5 
La protéine Dock5 est la moins bien connue de cette sous-famille. Son haut 
niveau d’homologie avec Dock180 suggère qu’elle est elle aussi une GEF pour Rac 
toutefois et ceci a été démontré une fois dans la littérature par FRET290. La souris 
mutante pour Dock5 ne présente aucun défaut de développement évident287. 
Toutefois, le croisement de la souris hétérozygote Dock5 avec la souris knock-out pour 
Dock180 aggrave le phénotype musculaire observé chez la souris Dock180-/-, 
suggérant que les deux protéines jouent un rôle redondant dans le développement 
musculaire287. De plus, la déplétion de Dock5 ou de Dock180 par ARNi inhibe 
l’étalement et la migration cellulaire285. Ainsi, plusieurs données expérimentales 
tendent de démontrer que Dock5 et Dock180 ont des fonctions redondantes. 
Finalement, le niveau d’ARNm de Dock5 est augmenté, mais pas celui de Dock180, 
lorsque la différenciation en ostéoclastes des cellules RAW264.7 est induite par 
RANKL, et la déplétion par ARNi de Dock5 est létale pour ces cellules291. 
 
5.5 Dock3/MOCA/PBP 
Dock3 est exprimée spécifiquement dans le système nerveux central et a tout 




dans plus de 50% des cas familiaux d’Alzheimer292. Son activité est associée au 
développement de plusieurs maladies neurodégénératives et la souris mutante pour 
ce gène présente plusieurs défauts neuronaux264, 292-295. Toutefois, les mécanismes 
moléculaires grâce auxquels Dock3 régule le développement et la survie neuronale 
ne sont pas compris. Dans des cellules en culture, Dock3 active Rac, augmente 
l’étalement et la migration cellulaire296, 297. De plus, il a été démontré qu’en activation 
Rac elle induit la migration de type mésenchymale et inhibe la migration 
amœboïde293. 
 
5.6 Dock4  
Dock4 fut tout d’abord rapportée comme gène muté dans différents types de 
cancer. Selon les données présentées dans cette publication, la protéine native Dock4 
est une GEF pour la GTPase Rap1 alors que la protéine mutante retrouvée dans leurs 
échantillons de cellules tumorales est une GEF pour Rac298. Toutefois, d’autres 
groupes ont par la suite rapporté que la forme sauvage de Dock4 interagit avec Rac 
et l’active265, 299. Une analyse détaillée de l’activité GEF de Dock4 contre Rap1 est 
toujours manquante. De plus, Dock4, RhoG et Elmo agissent de concert pour 
promouvoir la migration cellulaire265. Finalement, Dock4 est fortement exprimée dans 
le cerveau et sa surexpression avec Elmo dans des neurones de l’hippocampe 
augmente le nombre de dendrites et d’embranchement alors que la déplétion de 





5.7 Dock6 et Dock8 
Les protéines Dock6 et Dock8 font toutes les deux parties de la sous-famille C 
et très peu d’informations sur leurs fonctions biologiques ont été publiées. Dock6 est 
une GEF pour Rac1 et Cdc42 et sa surexpression dans une lignée de cellules de 
neuroblastomes induit l’activation de ces deux GTPases et la croissance de neurite 
alors que sa déplétion par ARNi inhibe ceci267.  
 
Dock8 semble pouvoir lier Rac et Cdc42 toutefois aucune activité catalytique 
n’a été détectée268. De plus, des délétions de ce gène ont été associées aux cancers du 
poumon et à des individus souffrant de retards mentaux300, 301. 
 
5.8 Dock7 
Dock7 est fortement exprimée dans le cerveau en développement302. Dans des 
neurones de l’hippocampe en culture de stade 1, Dock7 est localisée dans le corps 
cellulaire et plus fortement au cortex basal où la cellule est en contact avec la matrice 
extracellulaire302. Étonnamment, dans ces cellules, Dock7 n’est pas localisée dans les 
lamellipodes302. Au stade 2 et 3, elle est localisée dans l’axone en croissance et 
l’inhibition de son expression par ARNi bloque la formation d’axones alors que sa 
surexpression induit la formation de plusieurs axones302. Ce groupe a démontré que 
Dock7 active Rac in vitro et in vivo et qu’elle régule la croissance axonale en induisant 
la phosphorylation de Stathmin, ce qui l’inactive et stabilise les microtubules 
localement302. Il a aussi été démontré que dans les cellules de Schwann, le récepteur 




Neureguline1 active ErbB2 qui phosphoryle et augmente l’activité GEF de Dock7 et 
cette dernière est nécessaire pour la migration de ces cellules303. Chez la souris, une 
mutation donnant lieu à la délétion de toute la région située en C terminal du DHR-1 
incluant le domaine catalytique entraîne des défauts de distribution des mélanocytes 
folliculaires et de leurs fonctions304. Toutefois, aucun défaut neuronal n’a été observé 
chez cette souris et la souris knock-out classique sera nécessaire pour élucider le rôle 
de cette protéine dans le développement neuronal304. 
 
5.9 Dock9/Zizimin1 
Dock9 est le membre le mieux caractérisé de la quatrième sous-famille des 
protéines Dock. Elle active la GTPase Cdc42 et dimérise via son domaine 
catalytique269, 305. Il a été démontré que le domaine DHR1 et le domaine PH de Dock9 
sont nécessaires pour la localiser correctement à la membrane306. Le domaine DHR1 
semble aussi en partie pouvoir interagir avec le DHR2 et inhibe l’interaction avec 
Cdc42307. Toutefois, le mécanisme d’activation de cette GEF n’est pas connu. Dock9 est 
fortement exprimée dans le cerveau lors du développement et la surexpression ou 
l’abolition de son expression induisent respectivement la croissance ou la régression 
des neurites dans des neurones en culture308. 
 
5.10 Dock10 
Dock10 est une GEF pour Cdc42 et semble impliquée dans la transition 
mésenchymale-amoeboïde307. En effet, la surexpression de Dock10 dans une lignée 
cellulaire présentant normalement une morphologie allongée induit 
l’arrondissement des cellules et une morphologie associée aux cellules amoeboïdes. 




mésenchymale dans des cellules ayant normalement une morphologie très 
arrondie270. Ceci est attribuable à l’activation par Dock10 de Cdc42 qui active alors 
deux de ces effecteurs, N-WASP et Pak270. Finalement, l’expression de Dock10 est 
induite lorsqu’on traite des lymphocytes B avec de l’interleukine 4 ce qui suggère un 
rôle pour cette protéine dans la réponse immunitaire270. 
 
5.11 Dock11/Zizimin2/ACG 
Dock11 est elle aussi exprimée dans les lymphocyte et son domaine DHR2 est 
nécessaire et suffisant pour activer Cdc42271, 309. Toutefois, la protéine pleine longueur 
active plus fortement la GTPase et les auteurs de cette publication ont démontré que 
la région N-terminale de la protéine interagit avec la forme active de Cdc42310. Ceci 
fournit possiblement un mécanisme de rétroaction positive en augmentant l’activité 
GEF de Dock11 et en protègeant la GTPase activée des GAPs310. 
 
6. Dock180, Elmo et CrkII: Partenaires dans le crime 
Les études génétiques chez C. elegans ont démontré que Ced-5/Dock180 fait 
partie de la même voie de signalisation que Ced-12/Elmo et Ced-2/Crk. On retrouve 
trois protéines Elmo chez les mammifères, Elmo1 à 3, et une interaction directe entre 
Elmo1/Elmo2 et Dock1 à 4 a été rapportée286, 310. Dock180 et Elmo sont nécessaires 
pour la phagocytose et la migration cellulaire tant chez le vers que chez les 
mammifères265. De plus, chez la drosophile dElmo est indispensable pour le 
développement musculaire à l’instar de MBC alors que dCrk n’est pas essentielle282. 
Ainsi, la surexpression de MBC et dElmo ou de Rac actif donne lieu au même 
phénotype suggérant que MBC et dElmo coopèrent génétiquement pour activer 




molécule d’échafaudage pour localiser adéquatement les protéines Dock et favoriser 
la formation  de complexes multimériques. Ainsi, plusieurs partenaires lui ont été 
rapportés tels que les récepteurs de phagocytose PSR1311 et Bai1281, les protéines 
ERM284 et la GTPase RhoG312. 
 
Dock180 interagit avec Elmo grâce à une interaction pour le moins atypique 
entre une hélice amphiphatique du domaine PH d’Elmo et la région hélicale annexe 
au domaine SH3 de Dock180203. De plus, l’interaction entre le domaine SH3 d’Elmo et 
la région PXXP de Dock180 est dispensable pour la liaison entre les deux protéines, 
mais offre un effet de stabilisation313. Il y a longtemps eu un dilemme quant à savoir 
si Dock180 est une GEF à part entière ou si Elmo est essentielle pour cette activité262, 
313. On sait maintenant que Dock180 seule est suffisante pour activer Rac et la 
présence de Elmo n’affecte pas le niveau d’activation de Rac263. Toutefois, des études 
fonctionnelles ont démontré que l’expression de Dock180 seule n’induit pas de 
remodelage du cytosquelette et la co-expression d’Elmo est nécessaire286, 313. Ainsi, ces 
résultats soulignent qu’il existe une dichotomie entre l’état d’activation de Rac et son 
couplage avec ses effecteurs. 
 
 L’autre partenaire principal de Dock180 est la protéine CrkII. Elle semble aussi 
dépourvue d’activité catalytique et remplit le rôle de relais moléculaire entre Dock180 
et différents récepteurs de la matrice extracellulaire261, 313, 314. Les intégrines forment 
une large famille de récepteurs de la matrice extracellulaire. Chaque intégrine est 
composée de deux sous-unités: # et !, et ces dernières s’associent entres elles pour 
former jusqu’à 24 intégrines différentes315. Chaque intégrine est en mesure de lier un 
ou plusieurs ligands de la matrice extracellulaire et ont des spécificités différentes 




signalisation qu’elles activent, elles partagent toutes le même rôle cellulaire principal. 
C’est-à-dire qu’elles attachent la cellule à la matrice extracellulaire, promeuvent la 
survie cellulaire et assurent un contrôle positionnel à l’action des récepteurs tyrosine 
kinase316. Grâce à différentes molécules adaptatrices comme Grb2 et Cas, elles 
activent plusieurs voies de signalisation telles que les voies MAP kinases et AKT316, 317. 
La plupart des intégrines activent la kinase FAK, qui à son tour active Src qui 
phosphoryle p130Cas et favorise l’interaction entre cette dernière et CrkII316-318. Il a été 
démontré que cette voie de signalisation favorise le recrutement de Dock180 à la 
membrane et permet d’activer Rac localement316, 319, 320. En effet, il a été démontré que 
l’engagement des intégrines favorise l’interaction entre CrkII et Dock180 et induit la 
phosphorylation de cette dernière314. De plus, outre la stimulation des intégrines par 
la fibronectine, la surexpression des formes oncogénique de Crk et de Src induit 
aussi la phosphorylation de Dock180314. Ainsi, CrkII semble lier la régulation des 
protéines Dock à l’engagement des intégrines de façon à activer Rac adéquatement 
dans la cellule. 
 
 
 Hypothèses et objectifs 
Projet #1 : Étude protéomique des partenaires de la GTPase Rac1 
Vu l’importante des RhoGTPases dans le remodelage du cytosquelette d’actine, 
leur découverte au début des années 1990 fut suivie par une période d’intenses 
recherches pour découvrir les effecteurs an aval de ces protéines médiant leurs effets 
sur le cytosquelette. Ainsi, une large panoplie d’effecteurs ont été découverts pour 
Rac et ce grâce à des techniques telles que les cribles double hybride chez la levure, 
les GST pull-downs et la purification biochimique (figure 6, p.41). Ces systèmes 
artificiels se sont avérés très efficaces pour identifier les partenaires principaux des 
différentes GTPases. Toutefois, ces systèmes dépendent largement de l’activation 
artificielle de Rac et ne permettent pas d’évaluer la signalisation de Rac lorsqu’elle est 
activée par une GEF. Ainsi, une question majeure dans la biologie des GTPases est de 
comprendre comment une GTPase sélectionne ses effecteurs suite à son activation 
par une GEF donnée. De plus, ces méthodes sont limitantes quant à leur limite de 
détection et ne permettent pas de détecter des interactions de plus faible affinité ou 
plus transitoires. Nous émettons donc l’hypothèse que certains partenaires de Rac 
(effecteurs, régulateurs, molécules d’échafaudage) n’ont pas été découverts et nous 
désirons mettre à profit la protéomique pour les identifier. Ainsi, nous désirons 
mettre au point une méthode de purification rapide afin de maintenir les complexes 
protéiques transitoires intacts, et qui nous permettera de purifier Rac à partir de 
cellules. Les protéines ainsi purifiées seront ensuite identifiées par spectrométrie de 
masse pour identifier de nouveaux partenaires de cette GTPase. Finalement, les 
candidats seront confirmés biochimiquement et leur implication dans la signalisation 
de Rac sera étudiée grâce à des essais fonctionnels tels que les essais d’étalement et de 
migration. Une étude protéomique non-biaisée des partenaires de Rac n’a jamais été 
rapportée dans la littérature à notre connaissance et nous croyons que cette approche 
nous permettra de mieux comprendre les évènements moléculaires menant aux effets 

























































































































































































































































































































































































Projet #2: Étude de la phosphorylation de Dock5 induite par 
l’engagement des intégrines 
 Bien que la fonction biologique des petites GTPases soit de mieux en mieux 
connue, les mécanismes de régulation permettant de moduler l’activité de la 
multitude de GEFs, GAPs et GDIs sont encore mal compris. La famille des protéines 
Dock ne fait pas exception et il existe seulement quelques évidences quant à leurs 
mécanismes de régulation. En effet, il a été rapporté que la phosphorylation de 
Dock7 par le récepteur ErbB2 sur la tyrosine 1118 augmente son activité GEF pour 
Rac1 et Cdc42 et ceci est nécessaire pour la migration des cellules de Schwann324. De 
plus, il fut rapporté en 1998 par le laboratoire du Dr. Matsuda que Dock180 est 
phosphorylée suite à une stimulation à la fibronectine ou à l’expression des formes 
oncogénique de CrkII ou Src303. À ce moment, le rôle de Dock80 n’était pas connu et 
l’effet de cet évènement sur son activité n’a pas été étudié. Ainsi, nous croyons que la 
phosphorylation de Dock180 en aval des intégrines peut moduler son activité et donc 
réguler la migration cellulaire. Nous proposons donc d’étudier cet évènement de 
façon à comprendre les processus de migration cellulaire et d’invasion. Dans un 
premier temps, nous désirons identifier les résidus phosphorylés suite à une 
stimulation à la fibronectine  par spectrométrie de masse. Nous allons ensuite criblé 
une banque de kinases en collaboration avec le laboratoire du Dr. Screaton pour 
trouver des kinases candidates étant responsables de la phosphorylation de Dock180 
en aval des intégrines. Puis, nous voulons étudier l’impact fonctionnel de la 
phosphorylation sur l’activité GEF de Dock180, son interaction avec différentes 






Projet #1 : Étude protéomique des partenaires de la GTPase 
Rac1 : Rationalisation 
Considérant la nature transitoire des complexes formés entre une GTPase 
activée et ses effecteurs, les méthodes couramment employées pour purifier des 
protéines pour la spectrométrie de masse telles que le tap-tag ne peuvent pas être 
employées. En effet, les niveaux de Rac•GTP diminuent rapidement une fois les 
cellules lysées et un protocole sur plusieurs heures voire quelques jours n’est pas 
adapté à la biologie de ces protéines. Ainsi, nous avons décidé de mettre au point 
une méthode de purification qui se base sur la très haute affinité entre la biotine et 
la streptavidine. Pour ce faire, nous allons utiliser un peptide développé par le 
groupe de Peter Schatz. Ce peptide, nommé BIOTAG, comprend 14 acides aminés et 
est le substrat minimal de la biotine ligase bactérienne BirA314. Ainsi, la coexpression 
de BirA et d’une protéine fusionnée au BIOTAG induit la biotinylation de cette 
protéine dans les cellules325. Nous allons dans un premier temps construire des 
protéines de fusion Rac1 WT, V12$BIOTAG. Puis, nous allons établir des lignées 
stables exprimant chacune de ces protéines avec le gène humanisé de la ligase 
bactérienne BirA326. Finalement, nous allons utiliser des billes d’agarose opsonisées 
de molécules de streptavidine pour purifier Rac-BIOTAG et ses partenaires des 
















Puri!cation de Rac biotinylée
et de ses partenaires
































Figure 7 | Schéma expérimental. a ! Lignées stables exprimant la ligase hBirA. Le gène 
hBirA est situé en amont d’un Internal Ribosome Entry Site suivi du gène humain codant 
pour la portion extracellulaire de la chaîne  du récepteur à l’interkeuline 2 (IRES-IL-2  
EC). Nous avons donc utilisé un anticorps contre IL-2  EC couplé à une molécule de 
phycoérythrine (PE) pour trier les cellules exprimant hBirA par cytométrie de #ux. b ! Le 
peptide BIOTAG est le substrat minimal de la ligase hBirA qui y lie une molécule de 
biotine. En exprimant dans une cellule la ligase et la protéine de fusion Rac-BIOTAG, 
nous induisons la biotinylation de la protéine de fusion. Des billes d’agarose couplée à la 
streptavidine vont nous permettre de puri!er Rac-BIOTAG spéci!quement et 
rapidement. c ! La purification de Rac-BIOTAG va nous permettre de copuri!er les 
partenaires de celle-ci. Nous allons ensuite séparer les protéines sur gel et séquencer les 
di$érentes bandes par spectrométrie de masse. Finalement, les partenaires potentiels 
seront con!rmés biochimiquement et utiliser dans des essais fonctionnels pour tester 






Objectif #1.1: Établissement des lignées cellulaires et optimisation de la 
purification 
Afin de purifier Rac, nous allons utiliser deux lignées cellulaires : les cellules 
NMuMG NeuT qui sont des cellules épithéliales mammaires normales de souris 
exprimant la forme constitutivement active du récepteur ErbB2, Neu-T, qui ont été 
établies dans le laboratoire du Dr. Peter Siegel327, et la lignée de fibroblastes murins 
NIH 3T3. Le Canada prévoit en 2009 environ 22 000 nouveaux cas de cancer du sein 
chez la femme, ce qui porte ce type de cancer au premier rang des maladies 
néoplasiques chez la femme328. Parmi les gènes impliqués dans cette maladie, le 
récepteur ErbB2 (aussi connu sous EGFR2, Her2 ou Neu) est amplifié ou muté dans 
environ 30% des cancers du sein1. De plus, la surexpression de ce gène dans les 
cellules épithéliales mammaires de souris induit la formation de tumeurs et de 
métastases329. Ce récepteur fait partie d’une famille de récepteurs tyrosine kinase 
comprenant quatre membres: EGFR1-4. Ils peuvent homodimériser ou 
hétérodimériser et leur transphosphorylation active leur activité kinase et permet de 
recruter différentes protéines adaptatrices possédant des domaines SH2. L’activation 
des EGFR induit l’activation de Rac et la formation de lamellipodes et cet effet sur le 
cytosquelette est inhibé lorsque la forme dominante négative de Rac (Rac N17) est 
exprimée198, 330. De plus, l’inhibition de Rac ou l’expression de Rac N17 bloque 
l’invasion, la migration et l’effet mitogénique de ErbB2331-333. Nous allons donc utiliser 
la lignée NMuMG Neu-T pour tenter de mieux comprendre les évènements 
moléculaires menant à l’activation de Rac en aval de ce récepteur et les effecteurs de 
Rac impliqués dans l’invasion et la migration induite par l’activation de ErbB2. Nous 





La première étape consiste donc à établir des lignées cellulaires stables 
exprimant hBirA. Dans le plasmide rétroviral utilisé, le gène hBirA est situé en amont 
d’un internal ribosomal entry site (IRES) suivi du gène humain de la portion 
extracellulaire de la chaîne # du récepteur à l’interleukine 2 (hIL-2R# EC). Nous avons 
donc utilisé le hIL-2R# EC comme marqueur pour trier les cellules par cytométrie de 
flux en utilisant un anticorps reconnaissant le domaine extracellulaire de ce 
récepteur couplé au fluorochrome phycoérithrine (PE) (figure 7a, p.44). Nous avons 
procédé à un premier tri en cytométrie quelques jours après l’infection pour obtenir 
une population de cellules enrichies pour celles ayant incorporé le rétrovirus (figure 
8a, p.47).  
 
Ensuite, nous avons transfecté dans ces cellules le plasmide contenant les 
gènes Rac-BIOTAG WT, V12 et une cassette de résistance à la Zéocine. Nous avons 
testé plus d’une centaine de clones pour chacune de ces lignées et avons choisi le 
clone pour chaque lignée dont l’expression de la protéine de fusion était la plus 
intense (figure 8b, p.47). Comme le montre la figure 8b p.47, les niveaux 
d’expression des protéines ectopiques sont beaucoup moins intenses que ceux de 
Rac endogène. Pusique nous désirons étudier la signalisation de Rac dans un 
contexte aussi physiologique que possible et considérant les effets cytotoxiques du 
mutant dominant actif de Rac (V12), nous avons jugé ces niveaux suffisants. Suite au 
processus de sélection et d’amplification, nous avons retrié les cellules par cytométrie 
pour nous assurer de maintenir une population presque pure de cellules exprimant 
la biotine ligase bactérienne (figure 8a, p.47). Lors du deuxième tri, les cellules 
étaient positives pour hIL-2R# EC à plus de 97% pour les deux lignées cellulaires 
utilisées alors que les cellules contrôle n’expriment pas ce récepteur et étaient 
négatives à plus de 98%. Nous avons aussi confirmé l’expression de hBirA par 























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Afin de vérifier que la protéine de fusion Rac-BIOTAG est bien biotinylée dans 
nos cellules, nous avons testé avec un anticorps Streptavidine-HRP des lysats 
cellulaires de cellules exprimant Rac-BIOTAG avec et sans la ligase (figure 9a, p.48). 
Tel que le montre la figure 9a p.48, le BIOTAG est efficacement biotinylé dans notre 
système. Afin de nous assurer que le BIOTAG n’interfère pas avec l’activité normale de 
Rac, nous avons exprimé la forme sauvage (WT), dominante active (V12) et dominante 
négative (N17) dans des 293T et nous avons utilisé le domaine PBD de Pak pour 
précipité la population de Rac•GTP des lysats cellulaires (figure 9b, p.48). Le domaine 
PBD reconnaît exclusivement la forme active de Rac et de Cdc42 et permet de 
quantifier rapidement l’activation de ces protéines à partir de lysats cellulaires. Tel 
qu’attendu, le mutant Rac V12 lie fortement le domaine PBD et a bien été précipité 
avec celui-ci alors que les formes WT et N17 n’ont pas été précipitées. Puisqu’environ 
80% des molécules de Rac sont inactives en cellules en l’absence de stimuli, il est 
normal qu’on détecte peu ou pas de Rac WT lié au GTP. Nous avons optimisé le 
temps d’incubation des lysats cellulaires avec les billes de streptavidine de façon à 
purifier un maximum de matériel en l’espace du moins de temps possible et ainsi 
préserver les complexes protéiques intacts. Comme le montre la figure 9c p.48, une 
incubation de 10 minutes est suffisante pour purifier une grande quantité de 
matériel. Nous allons donc utiliser ces conditions dans nos prochaines expériences. 
En conclusion, nous avons réussi à établir des lignées stables exprimant hBirA et les 
différents mutants de Rac-BIOTAG. De plus, la ligase biotinyle bien le peptide BIOTAG 





Objectif #1.2: Précipitation de Rac-BIOTAG et analyse des partenaires 
par spectrométrie de masse 
 La deuxième étape consiste à purifier de très grande quantité de Rac afin 
d’identifier les protéines endogènes auxquelles elle est liée (figure 7c, p.44). Pour ce 
faire, nous avons utilisé 20 plaques de 15cm confluentes pour chaque condition que 
nous avons lysées dans la chambre froide. Nous avons précipité Rac-BIOTAG à l’aide 
de billes de Streptavidine à haute capacité, incubé le tout 10 minutes, lavé et chargé 
sur gel SDS-PAGE. Finalement, les gels ont été colorés au nitrate d’argent pour 
visualiser les protéines et chaque puits a été découpé en 15 à 21 morceaux dans la 
chambre blanche (figure 10b, p.51). Le service de spectrométrie de masse de l’IRCM 
s’est ensuite chargé de digérer les protéines à la trypsine. L’analyse des peptides a été 
faite en partie au plateau de protéomique de l’IRCM et en partie par le laboratoire du 
Dr. Thibault à l’IRIC dû à des problèmes techniques à l’IRCM. Comme le montrent les 
figures 10a et 10b p.51, l’élution des billes contient énormément de Rac-BIOTAG et la 
purification s’est bien déroulée dans les deux lignées cellulaires. Afin d’analyser les 
résultats de spectrométrie de masse (tableau I et II, p.52 et 56), nous avons tout 
d’abord soustrait les protéines présentes dans les échantillons contrôle. Afin de 
maximiser nos chances d’obtenir des candidats pouvant interagir avec Rac, nous 
avons exclu toutes les protéines présentant un pointage MASCOT inférieur à 30, seuil 
sous lequel nous avons jugé que l’attribution des peptides à une protéine n’est plus 
suffisamment significative pour en tenir compte. 
































































































































































































































































































































































































































































































































































































Tableau I. Résultats de spectrométrie de masse provenant du pull-down Streptavidine 
des NIH 3T3 hBirA Rac-BIOTAG WT et V12.  
Les résultats sont présentés selon le contenu de chaque bande après la soustraction 
des protéines présentes dans les échantillons contrôles. Pour chaque bande, les 
peptides sont en ordre décroissant d’abondance. Les protéines sous-lignées en vert 
sont celles représentant les partenaires potentiels de Rac les plus intéressants selon 
les résultats obtenus et la littérature. Ces dernières ont été sélectionnées selon la 
concordance de leur poids moléculaire avec l’endroit dans le gel où la bande a été 
coupée, leur pointage MASCOT, le nombre de peptides identifiés, leur localisation 
cellulaire et l’absence d’interaction connue avec Rac. Les protéines sous-lignées en 
jaune sont celles dont l’interaction avec Rac est déjà connue ou Rac elle-même. Les 
lettres et numéros en bleus sont les numéros d’accéssion des protéines 
correspondantes. 
Nom : Nom de la protéine; Point. : Pointage MASCOT; Masse : Poids moléculaire théorique de la protéine 
identifiée; Peptides : Nombre de peptides appartenant à la protéine identifié dans la bande 
correspondante. 
  
Nom Point. Masse Peptides 
  Bande V12-2   
Rho GDP-dissociation inhibitor 1  224 23.3 3 
Rho, GDP dissociation inhibitor 2 202 22.8 7 
Rac3 76 21.4 2 
unnamed protein product gi|74137611 61  4 
high mobility group AT-hook 2 45 11.8 1 
CXXC finger 4/Idax 44 21.0 3 
chromatin nonhistone high mobility group protein 44 10.6 1 
Ift80 protein 44 68.2 2 
adaptor protein complex AP-1, beta 1 subunit, isoform CRA_a 39 97.5 2 




 Bande V12-4   
poly(rC) binding protein 1  80 37.4 3 
guanine nucleotide binding protein, alpha 12/Galpha12 67 44.1 1 
ELAV-like protein 1 (Hu-antigen R)  64 36.0 1 
Arp2/3 subunit 1 58 41.0 1 
Psip1/ledgf/p52/p75 29 20.7 2 
fos-related antigen-1 29 29.8 2 
 Bande V12-5  
CREB 60 33.7 1 
CKII 53 45.1 1 
Adrm1 (Arm1) 50 42.0 1 
Smarcal1 39 100.8 1 
Adck1 30 59.7 1 
potassium channel tetramerisation domain containing 3 29 88.8 2 
 Bande V12-6   
Arp3 94 47.3 2 
NfiC1B  61 47.7 2 
Rnf169 54 59.5 1 
down-regulated by Ctnnb1 42 41.7 1 
centrosomal protein 55, isoform CRA_b  31 58.2 3 
unnamed protein product gi|26347405 29 57.8 2 
 Bande V12-8   
CP2/LSF/UBP 164 57.0 3 
CP2a 64 56.1 2 
Atf7 55 50.4 1 
AP-3 subunit beta 44 119.1 1 
Chmp5 41 24.6 1 
KIAA1009 protein gi|147905039 38 160.8 3 
recA/RAD51 34 31.4 1  
CIP29 34 22.0 2 
Gemin5 33 166.5 1 
Ccdc65 31 58.1 3 





Rac GAP1 56 70 2 
Moesin 41 66 2 
 Bande V12-12  
Tao1 203 116.0 4 
NP95 184 88.3 5 
Tao3 178 105.3 2 
DNA ligase 3 176 112.9 8 
Nf-KB2 53 96.8 1 
Tnpo1 protein 39 70.2 1 
Ubap2l/Nice-4 33 112.4 1 
Nebulin 30 771.9 3 
Zfp518b 30 107.8 2 
DCAMKL1 46 84.1 1 
Bande V12-13 
IQGAP1 7649 189 624 
IQAGP3 2477 185 110 
IQGAP2 318 166 52 
Frizzled10 34 65 9 
Péricentrine 34 331 8 
SMC1 31 143 18 
BAIAP2 30 57 10 
 Bande WT-2  
Rho GDP-dissociation inhibitor 1 565 23.3 3 
Rho GDP-dissociation inhibitor 2 230 22.7 4 
Makorin-3 37 59.4 1 
 Bande WT-4   
DCAMKL1 40 84.1 1 
Makorin-3 38 59.4 1 
 Bande WT-5   
Rho GDP-dissociation inhibitor 1 44 23.3 5 
Smarcal1 43 100.8 1 




MBT-1 40 99.1 1 
Rho GDP-dissociation inhibitor 1 40 23.3 2 
Polycystin-2 40 109.0 1 
 Bande WT-8   
Rho GDP-dissociation inhibitor 1 49 23.3 1 
Serum deprivation-response protein 41 46.6 1 
 Bande WT-10  
Septin-9 48 65.5 2 
cAMP-dependent protein kinase inhibitor alpha 40 7.8 1 
RANGAP 4 38 78.2 1 
DCAMKL1 84.1 37 1 
 Bande WT-12     
TAO1 303 116.0 2 
TAO3 202 105.3 1 
P66 SHC1 59 62.6 1 
NP95 52 88.2 2 
DCAMKL1 49 84.1 2 
Rho GDP-dissociation inhibitor 1 42 23.2 1 
Rab3 GAP 39 154.6 1 
 Bande WT-13  
DNA topoisomérase 2-alpha 101 172.8 2 
Rho GDP-dissociation inhibitor1 42 23.3 1 






Tableau II.Résultats de spectrométrie de masse provenant du pull-down Streptavidine 
des NMuMG NeuT hBirA Rac-BIOTAG WT et V12.  
Les résultats sont présentés selon le contenu de chaque bande après la soustraction 
des protéines présentes dans les échantillons contrôles. Pour chaque bande, les 
peptides sont en ordre décroissant d’abondance. Les protéines sous-lignées en vert 
sont celles représentant les partenaires potentiels de Rac les plus intéressants selon 
les résultats obtenus et la littérature. Ces dernières ont été sélectionnées selon la 
concordance de leur poids moléculaire avec l’endroit dans le gel où la bande a été 
coupée, leur pointage MASCOT, le nombre de peptides identifiés, leur localisation 
cellulaire et l’absence d’interaction connue avec Rac. 
Nom : Nom de la protéine; Point. : Pointage MASCOT; Masse : Poids moléculaire théorique de la protéine 
identifiée; Peptides : Nombre de peptides appartenant à la protéine identifié dans la bande 
correspondante. 
  
Nom Point. Masse Peptides 
  Bande WT-7   
LIM and SH3 protein1 134 30 4 
MCF2-transforming factor 33 107 3 
Neurobeachin like-1 29 308 13 
Sac domain-containing inositol phosphatase 3 28 103 1 
 Bande V12-13   
T complex protein 1 67 57 2 
Ulip-2 39 621 1 
AKAP6 34 25 19 
 Bande V12-20  






 Tout d’abord, plusieurs partenaires contenus de Rac1 ont été identifiés dans 
les échantillons des NIH 3T3, ce qui confirme que nous avons précipité avec succès 
certains partenaires de Rac1. Ainsi, nous avons identifié deux isoformes de RhoGDI, 
deux sous-unités du complexe Arp2/3, RacGAP1 ainsi que deux effecteurs : IQGAP et 
BAIAP2 (tableau I, p. 52). De façon surprenante, près de 50% des protéines identifiées 
sont des protéines nucléaires telles que la DNA topoisomérase 2# et les facteurs de 
transcription Idax et NfiC1B. Afin de simplifier la compréhension des résultats, nous 
avons représenté dans les figures 10b et 11b p.51 et 58, les protéines principales 
pouvant être attribuées à chaque bande séquencée. Celles-ci ont été sélectionnées 
selon la concordance de leur poids moléculaire avec l’emplacement de la bande dans 
le gel, leur  pointage MASCOT et leur localisation cellulaire. 
 
Objectif #1.3: Confirmation des partenaires 
 Afin de confirmer les résultats obtenus en spectrométrie de masse, nous avons 
exprimé dans des cellules ou traduit in vitro différents partenaires potentiels de Rac et 
nous avons testé leur interaction par pull-down en utilisant Rac1-GST déplétée de 
nucléotides (Libre) ou chargée in vitro des nucléotides GDP ou GTP%S, un analogue du 
GTP non-hydrolysable (Figure 12a et b, p.59). Parmi les partenaires testés (Lasp1, 
Fzd10, Tao1, Tao3 et PKD2), Lasp1 est le seul qui semble lier robustement Rac et son 
affinité semble être plus forte pour les formes GDP et GTP%S. Afin de confirmer 
l’interaction entre Rac1 et Lasp1, nous avons exprimé les deux protéines dans des 
cellules 293T et les avons toutes les deux immunoprécipitées. Malheureusement, ni 
Rac ni Lasp1 ne coprécipite avec l’autre et ce peu importe la forme de Rac exprimées. 
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Figure 12 | Validation biochimique de l’interaction entre certains candidats 
identi!és en spectrométrie de masse  et la petite GTPase Rac1. a | Pull-down 
Rac1-GST chargée in vitro de Pak, Lasp1, Tao3, Tao1 et PKD2 exprimée dans 
cellules 293T. Rac1-GST a été chargée in vitro des nucléotides GDP ou GTP S, un 
analogue non-hydrolysable du GTP, ou maintenue sous sa forme déplétée de 
nucléotides, désignée Libre. Une interaction est détectée entre Rac et les 
protéines Lasp1 et Tao3. La protéine Pak est utilisée comme contrôle dans 
cette expérience et démontre que le pull-down a bien fonctionné. Le panneau 
de gauche est le contrôle des quantités de protéines GST utilisées. b | Pull-
down Rac1-GST chargée in vitro de Lasp1 et Fzd10 traduient in vitro et marquée 
au 35S. Avec cette technique, on détecte une interaction entre Rac et les 
protéines Lasp1 et Fzd10, bien que l’interaction semble être faible avec cette 
dernière. c | Immunoprécipitation de Rac1, Lasp1 et Pak. 
L’immunoprécipitation de Lasp1 ne récupère pas Rac1 de façon détectable et 
inversement l’immunoprécipitation de Rac1 ne récupère pas de façon 
détectable de Lasp1. Pak est utilisée comme contrôle positif et démontre que 
les immunoprécipitations ont bien fonctionnées. Ainsi, l’interaction entre Rac1 






affinité Rac V12. Nous avons testé plusieurs conditions d’immunoprécipitation afin 
de confirmer l’interaction entre ces deux protéines, mais rien n’y a fait. Nous en avons  
donc conclu que, malgré qu’elles peuvent interagir directement en pull-down, ces 
deux protéines ne forment pas de complexe détectable dans les conditions utilisées. 
 
 Afin de répéter l’expérience en utilisant plus de protéines et identifier de 
nouveaux candidats, nous avons décongelé les lignées stables exprimant les 
différentes constructions de Rac1. Malheureusement, l’expression de Rac a diminué 
radicalement au fil des passages ce qui nous a poussés à nous tourner vers une 
nouvelle méthode pour établir de nouveau les lignées. Nous avons alors décidé 
d’utiliser un plasmide rétroviral contenant le gène de la GFP suivi d’un IRES puis du 
gène de Rac1 WT ou V12. L’avantage d’une telle construction est que les cellules 
infectées peuvent alors être triées par cytométrie plutôt que par sélection avec un 
antibiotique. Le rétrovirus s’est toutefois avéré très décevant puisque, malgré une 
expression massive de GFP, les cellules triées par cytométrie n’exprimaient pas de 
façon détectable les différentes constructions de Rac et ce, dans les deux lignées 
cellulaires utilisées. Différentes avenues peuvent être utilisées pour réaliser cette 
expérience de nouveau telle que l’utilisation d’un promoteur inductible pour 
contrôler l’expression de Rac et ainsi contourner le problème de la cytotoxicité. 
 
 En conclusion, la méthode de purification mise au point fonctionne bien et 
nous permet de purifier de Rac et ses partenaires en quelques minutes. Toutefois, 
l’analyse des protéines coprécipitées avec Rac par spectrométrie de masse ne nous a 
pas permis d’identifier des partenaires dont l’interaction avec Rac a pu être confirmée. 




passages et ceci est probablement dû à la cytotoxicité entraînée par l’expression de 
Rac. Ainsi, la stratégie afin d’exprimer Rac de façon ectopique devra être revue pour 
contourner ce problème. 
 
2. Projet #2:  Étude de la phosphorylation de Dock5 en aval des 
intégrines: Rationalisation 
Tel que mentionné précédemment, il a été rapporté que Dock180 est 
phosphorylée suite à une stimulation des intégrines ou lors de la surexpression des 
formes ongéniques de CrkII et Src334. Ainsi, nous désirons étudier l’impact fonctionnel 
de la phosphorylation de Dock180 lors de l’engagement des intégrines. Plus 
spécifiquement, nous croyons que cet événement peut moduler son activité et serait 
donc impliqué dans la régulation de la migration cellulaire. Nous allons donc dans 
un premier temps répéter les résultats publiés puis tenter de déterminer les résidus 
qui sont phosphorylés en réponse aux intégrines. Finalement, nous allons criblé une 
banque de kinases avec l’objectif de trouver celle(s) responsable(s) de la 
phosphorylation de Dock180 en aval des intégrines et nous allons étudier l’impact 
sur l’interaction entre Dock180 et différents partenaires, sur son activité GEF, sa 
stabilité et sa localisation. 
  
Objectif #2.1: Identification des résidus phosphorylés 
 La première étape de ce projet consiste à répéter les résultats publiés par le 
groupe de Matsuda. Ainsi, nous avons marqué métaboliquement des NIH 3T3 au 32P 
et les avons stimulé à la fibronectine ou à la poly-L-lysine pendant différents temps 
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Figure 13 | Dock180/Dock5 phosphorylation lors d’une stimulation à la 
!bronectine. Marquage au 32P de #broblastes NIH 3T3 et stimulation à la 
#bronectine. Une fois la stimulation terminée, une immunoprécipitaion de 
Dock180 endogène à l’aide de l’anticorps anti-Dock180 H70 a été faite. Une 
bande à 180kDa apparaît dès 15 minutes et reste constante durant 3 heures. 
Le contrôle Poly-L-Lysine démontre que la phosphorylation est spéci#que à 
l’engagement des intégrines par la #bronectine plutôt que de l’adhésion en 
soi. Les bandes Poly-L-Lysine et Fibronectine 15’ ont été coupées, digérées à la 
trypsine, passées sur une colonne d’enrichissement des phosphopeptides 
puis sur une colonne de MS/MS. Aucun résidu phosphorylé de Dock180 a été 
détecté. Toutefois, trois résidus phosphorylés ont été détectés pour la 
protéine Dock5. Les résidus Y1288 et S1863 ont été détectés seulement dans 
les échantillons Poly-L-Lysine et Fibronectine respectivement alors que le 






lysats cellulaires. La poly-L-lysine est utilisée comme contrôle négatif, puisque ce 
substrat n’engage pas les intégrines et les cellules y adhérent par interaction 
électrostatique plutôt que moléculaire.  Comme le montre la figure 13 p.62, Dock180 
est marqué au 32P dès 30 minutes et le signal est maintenu jusqu’à 3 heures. Ceci 
confirme en partie les données publiées précédemment démontrant la 
phosphorylation de Dock180 suite à l’engagement des intégrines par la fibronectine. 
 
Ainsi, nous avons décidé d’identifier les résidus phosphorylés sur Dock180 par 
spectrométrie de masse. Pour ce faire, nous avons répété cette expérience sans 
marquer les cellules au 32P et nous avons coloré les protéines au Bleu de Coomassie. 
Nous avons ensuite coupé la bande correspondant à Dock180 et l’avons envoyée en 
spectrométrie de masse afin d’identifier les résidus phosphorylés. Les peptides ont 
tout d’abord été passés sur une colonne d’enrichissement en phosphopeptides 
(colonne de TiO2) puis analysés par MS/MS. À notre grande surprise, nous n’avons 
trouvé aucun résidu phosphorylé sur Dock180. Toutefois, nous avons identifié trois 
peptides phosphorylés appartenant à Dock5 (figure 13, p.62). La tyrosine 1288 et la 
sérine 1863 ont été détectées dans les échantillons stimulés à la poly-L-lysine et à la 
fibronectine respectivement alors que la sérine 1765 a été détectée phosphorylée 
dans les deux échantillons. Plusieurs criblages cherchant à identifier les peptides 
phosphorylés du protéome ont rapporté la phosphorylation de Dock5 dans la région 






Objectif #2.2: Dimérisation de Dock180 et Dock5 
Dock180 et Dock5 appartiennent à la même sous-famille, partagent une très 
haute homologie de séquence et ont le même poids moléculaire (figure 2, p.4). Ainsi, 
la présence de Dock5 dans un immunoprécipitat de Dock180 pourrait être expliquée 
de deux façons : l’anticorps utilisé reconnait les deux protéines ou les deux protéines 
dimérisent. Nous avons tout d’abord testé l’anticorps anti-Dock180 utilisé (H70) et 
nous n’avons pas détecté de signal lorsque testé sur un lysat de cellules 
surexprimant Dock5 (résultats non-présentés). Nous avons donc testé si les deux 
protéines peuvent former un complexe. Comme le montre la figure 14 p.65, Dock180 
est coimmunoprécipitée avec Dock5 et vice-versa. Ceci démontre que, au moins en 
surexpression, les deux protéines peuvent former un hétérodimère. 
 
Objectif #2.3: Anticorps anti-phosphoSer1863 
Afin de confirmer que la sérine 1863 de Dock5 est bien phosphorylée suite à 
une stimulation à la fibronectine, nous avons fait produire un anticorps 
phosphospécifique reconnaissant spécifiquement ce résidu phosphorylé (figure 15a, 
p.66). Ainsi, nous avons stimulé à la fibronectine pendant 1 heure des cellules Hela 
ayant un niveau d’expression endogène de Dock5 assez intense.  Nous avons ensuite 
immunoprécipité Dock5 des lysats cellulaires et les avons analysés par 
immunobuvardage de type Western. Tel que montré à la figure 15b p.66, le signal de 
pSer1863 augmente de 50% lorsque les cellules sont stimulées en comparaison au 
contrôle en suspension. Ainsi, la sérine que nous avons identifiée en spectrométrie 

























Figure 14 | Dimérisation de Dock180 et Dock5. Pour expliquer la présence de 
Dock5 dans un immunoprécipitat de Dock180, nous avons testé par 
coimmunoprécipitation si les deux protéines interagissent entre elles. Les 
deux protéines sont présentes dans l’immunoprécipitat de l’autre suggérant 
qu’elles peuvent former des dimères en surexpression. Les deux anticorps 
utilisés sont spéci!ques à chaque protéine tel que le démontrent les 
immunobuvardages des lysats cellulaires totaux. LCT est l’abbréviation de 























































Figure 15 | Phosphorylation de la sérine 1863. a | A"n de con"rmer que la sérine 1863 
est bien phosphorylée en réponse à la "bronectine et lors de la coexpression des 
di#érentes kinases, nous avons fait produire commercialement un anticorps 
phosphospéci"que qui reconnaît spéci"quement la sérine 1863 phosphorylée. b | Nous 
avons stimulé des cellules à la "bronectine puis immunoprécipité Dock5 endogène. Le 
signal de phosphoDock5 augmente de 50 % lorsque les cellules sont stimulées 
comparativement au contrôle en suspension. c | Phosphorylation de la sérine 1863 par 
di#érentes kinases. Nous avons coexprimé Dock5 et di#érentes kinases et nous avons 
analysé les lysats cellulaires par immunbuvardage de type Western. L’expression de 
Mark2, Nek6, Prkd2 et Plk1 augmente le signal phosphoDock5 entre 50 % et 300 % alors 
que Nlk n’a#ecte pas le niveau de phosphorylation. Les quanti"cations représentent 
l’intensité des bandes de phosphoDock5 normalisée sur le lysat cellulaire 
correspondant. LCT est l’abbréviation de lysat cellulaire total, IB est l’abbréviation de 
immunobuvardage, IP est l’abbréviation d’immunoprécipitation, sus est l’abbérviation 
de suspension alors que FN est l’abbréviation de "bronectine. 
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Figure 16 | Criblage d’une librairie de kinases pour identi!er celles pouvant 
phosphoryler la région C-Terminale de Dock5.  a | Schéma du crible de la 
librairie de kinases. Les kinases sont exprimées dans des 293T. Les cellules 
sont ensuite lysées et les kinases sont immobilisées dans les fonds d’une 
plaque de 96 puits. Le substrat est alors ajouté en présence de P32 et 
!nalement les échantillons sont chargés sur un gel SDS-PAGE. Les résultats 
sont visualisés par autoradiographie. Le crible a été performé par le 
laboratoire du Dr. Screaton. b | Résultats du criblage de la librairie de kinases. 
Le crible a révélé 16 kinases pouvant phosphoryler la région C-Terminale de 
Dock5. c | Con!rmation des résultats obtenus dans le crible. Nous avons 
répété les résultats obtenus pour con!rmer la phosphorylation de Dock5 par 
les kinases identi!ées. Les kinases Fastk et Stk32B n’ont pas phosphorylé 









Tableau III. Fonction et spécificité des kinases pouvant phosphoryler Dock5 C-
Terminale.  
Les fonctions des 16 kinases ayant été identifiées dans le criblage du kinome humain 
sont résumées ici ainsi que leur spécificité. 
Nom Fonction Spécificité 
Tssk1b Ser/Thr 
Tssk2 
Exprimées fortement dans les testicules et impliquées dans le 
développement testiculaire et la maturation des spermatozoïdes 335 Ser/Thr 
Nek2 Impliquée dans l’organisation du centrosome 336 Ser/Thr 
Nek6 Impliquée dans l’assemblage du pôle mitotique et la cytokinèse 337 Ser/Thr 
Ira4 
Transduction de signal en aval des récepteurs TLRs et IL-1Rs; réponse 
immunitaire et inflammation 338 
Ser/Thr 
Fastk Impliquée dans l’apoptose médiée par Fas 339 Ser/Thr 








Impliquée dans l’établissement de la polarité cellulaire 341 
Ser/Thr 
Nlk Transduction de signal en aval de Wnt/Fzd 342 Ser/Thr 
Prkd2/ 
PKD2 
Impliquée dans la régulation de l’expression génique, la prolifération, la 
migration cellulaire et l’angiogénèse 343 
Ser/Thr 
Plk1 Impliquée dans la régulation du cycle cellulaire 344 Ser/Thr 
Nuak2/ 
SNARK 




Internalisation des récepteurs couplés aux protéines G 346 Ser/Thr 
Dyrk1b/ 
Myrk 
Impliquée dans la transduction de signaux; régule entre autres la croisance 








Objectif #2.4: Identification des kinases pouvant phosphoryler Dock5 
 Puisque nous savons maintenant que la région PXXP de Dock5 est 
phosphorylée en aval des intégrines, nous avons cherché à identifier les kinases 
pouvant phosphoryler ce domaine protéique et idéalement trouver celle(s) 
responsable(s) de la phosphorylation de Dock5 en aval des intégrines. Pour ce faire, 
nous avons collaboré avec le laboratoire du Dr. Robert Screaton qui a développé un 
crible afin d’identifier les kinases pouvant phosphoryler un substrat donné348. Pour 
ce faire, ils transfectent dans des 293T une librairie de kinases comportant au moins 
un membre de chaque famille de kinases du kinome humain pour un total de 180 
kinases (figure 16a, p.67). Ils lysent ensuite les cellules et immobilisent les kinases au 
fond d’une plaque de 96 puits. Finalement, ils ajoutent le substrat désiré, dans notre 
cas la région PXXP de Dock5, et incubent le tout en présence de 32P de façon à 
phosphoryler in vitro le substrat (figure 16a, p.67). Les résultats peuvent ensuite être 
analysés par autoradiographie. Ce criblage a révélé 16 kinases positives dont les 
fonctions sont résumées dans le tableau III p.68. Nous avons répété l’essai kinase in 
vitro nous-mêmes de façon à confirmer les résultats obtenus. Ainsi, 14 kinases ont 
phosphorylé la région PXXP de Dock5 dans nos mains alors que les kinases Fastk et 
Stk32b semblent être des faux positifs (figure 16c, p.67). Afin de déterminer si une de 
ces kinases est responsable de la phosphorylation des résidus sérine 1765 et 1863 
détectés en spectrométrie de masse, nous avons muté en alanine ces deux résidus 
ainsi que la sérine 1862. Cette dernière a été mutée par précaution, puisqu’il est 
possible dans certains cas que la phosphorylation d’un résidu soit détectée sur le 
résidu adjacent. Ainsi, nous avons utilisé cette construction mutée désignée Dock5 C-
terminal AAA dans un essai kinase in vitro avec les 16 kinases trouvées dans le 




n’a été détectée dans les niveaux de phosphorylation entre la construction WT et 
AAA. Ce résultat signifie qu’il doit y avoir d’autres résidus phosphorylés par ces 
kinases dans cette région. Cependant, une approche de mutagenèse n’est pas 
adéquate pour identifier ces résidus, puisque la région PXXP de Dock5 est 
extrêmement riche en résidus sérine et thréonine. Aucun lien évident n’a pu être fait 
entre les informations publiées sur chaque kinase et la signalisation en aval des 
intégrines. Nous avons tout de même testé par stimulation à la fibronectine si 
l’activité de une des kinases identifiées est régulée par l’adhésion (résultats non-
présentés). Malheureusement, l’activité d'aucunes des 14 kinases trouvées semblent 
être régulée par l’engagement des intégrines et il semblerait donc que nous n’ayons 
pas identifié la kinase responsable de la phosphorylation de Dock5 en aval des 
intégrines. Toutefois, nous avons coexprimé en cellules Dock5 et les différentes 
kinases et nous avons analysé les lysats cellulaires avec l’anticorps anti-pSer1863 
(figure 15c, p.66). Ainsi, les kinases Mark2, Nek6, Prkd2 et Plk1 augmentent le signal 
de phosphorylation de 50% à 300% (Mark2). Ceci suggère que, bien que l’activité des 
kinases ne semble pas régulée par l’adhésion et que la mutation de la sérine 1863 
pour une alanine ne diminue pas de façon détectable les niveaux de 
phosphorylation de la région PXXP de Dock5, ces kinases phosphorylent tout de 
même le résidu identifié. 
 
Objectif #2.5: Activité GEF de Dock5 
 Nous avons trouvé dans la littérature très peu d’informations quant aux 
fonctions de Dock5 (voir 5.4 p.33). Plus particulièrement, l’activité GEF de Dock5 a été 
rapportée une seule fois. En effet, le groupe de Omi & al.  ont démontré par FRET que 
Dock5 peut activer Rac1 mais moins efficacement que Dock180349. De plus, une 




Afin de pouvoir étudier l’effet de la phosphorylation de Dock5 sur son activité, nous 
avons décidé de caractériser cette activité plus en détail. Dans un premier temps, 
nous avons mesuré l’activité GEF des domaines DHR2 et DHR2+PXXP de Dock180 et 
de Dock5 par essai GEF in vitro (figure 17a, p.72). Cet essai est basé sur la fluorescence 
de la molécule Mant qui est liée à une molécule de GDP. Lorsque liée à la GTPase, la 
molécule mant est capable d’émettre de la fluorescence. Toutefois, lorsque le 
nucléotide est déchargé de la GTPase, la molécule de mant en solution est quenchée 
et ne peut plus émettre de lumière. Ainsi, en présence d’une activité GEF, nous 
devrions observer une diminution de la fluorescence suite au déchargement du 
mant-GDP. Lors de cette expérience, l’EDTA, un chélateur d’ions bivalents, est utilisé 
comme contrôle positif, car en absence de Mg2+, la GTPase n’est pas en mesure de lier 
les nucléotides avec une haute affinité. La première étape de cet essai consiste à 
charger in vitro Rac1 avec le nucléotide mant-GDP. Les différents domaines sont 
ensuite purifiés à partir de bactéries. Finalement, les protéines purifiées sont 
incubées avec Rac1•mant-GDP et du GTP et la fluorescence émise par les molécules 
de mant est mesurée. Les domaines DHR2 de Dock180 et de Dock5 ont une activité 
similaire bien que Dock180 soit légèrement plus efficace (figure 17a, p.72). De plus, 
les domaines DHR2+PXXP des deux protéines ont eux aussi des activités semblables 
et dans les deux cas, ces domaines ont moins d’activité que les domaines DHR2 
(figure 17a, p.72). Ceci peut être dû à un mécanisme de régulation où le domaine 
PXXP diminue l’activité du domaine catalytique. Toutefois, la région PXXP est prédite 
d’être non-repliée (David Barford, communication personnelle) ce qui la rend 
instable. Ainsi, lorsque nous purifions le domaine DHR2+PXXP, il est toujours plus 
dégradé que le domaine DHR2 seul et ceci pourrait expliquer l’activité diminuée 
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1
Figure 18 | Impact de la phosphorylation sur l’activité GEF de Dock5. Mesure de 
l’activité GEF de Dock5 sur Rac1 par Pak pull-down en coexprimant les 
di"érentes kinases. La phosphorylation de Dock5 par Mark2, Nek6 et Prkd2 
n’a"ecte pas du tout les niveaux d’activation de Rac alors que l’expression de 
Nlk et Plk1 diminue de 27% et 23% respectivement les niveaux de Rac-GTP. 








Nous avons aussi mesuré l’activité des différentes constructions de Dock5 par 
PBD pull-down (figure 17b, p.72). Ainsi, Dock5 pleine longueur est capable d’activer 
Rac1 et l’ajout de Elmo n’augmente pas cette activité, supportant les données 
publiées suggérant que les protéines Dock sont des GEFs à part entière et ne 
nécessitent pas la présence d’Elmo pour médier leur activité 262, 285. Tel qu’observé en 
essai GEF in vitro, le domaine DHR2 de Dock180 active Rac1. À notre grande surprise, 
les domaines DHR2 et DHR2+PXXP de Dock5, et DHR2+PXXP de Dock180 nont pas 
d’activité GEF en cellules. 
 
Nous savons maintenant que la région C-terminale de Dock5 est 
phosphorylée et nous connaissons 14 kinases pouvant phosphoryler cette région. 
Nous avons donc décidé d’étudier l’impact de cette modification sur (i) son activité 
GEF, (ii) son interaction avec ses partenaires, (iii) sa stabilité et (iv) sa localisation. 
 
Objectif #2.6: Effet de la phosphorylation sur l’activité GEF de Dock5 
 Pour mesurer l’effet de la phosphorylation sur l’activité GEF de Dock5, nous 
avons utilisé le PBD pull-down (figure 18, p.73). Ainsi, la surexpression des différentes 
kinases avec Dock5 pleine longueur varie peu ou pas son activité GEF envers Rac1 
(figure 18, p.73).  En effet, les niveaux d’activation de Rac sont les mêmes lorsque les 
kinases Mark2, Nek6 et Prkd2 sont exprimées et diminuent d’environ 20% lorsque 
Plk1 et Nlk sont exprimées (figure 18, p.73). Nous avons aussi testé cette hypothèse 
en essai GEF in vitro. Pour ce faire, nous avons purifié Dock5 C-terminal et nous avons 




vitro a complètement inhibé l’activité GEF de Dock5 même dans la condition contrôle 
sans kinase. L’essai GEF in vitro est une expérience assez sensible lors de laquelle les 
concentrations des différents ions et tampons doivent être rigoureusement 
contrôlées. Ainsi, les tampons utilisés pour l’essai kinase semblent nuire à l’étape 
suivante et nous ne pouvons donc pas utiliser cette méthode pour mesurer l’activité 
GEF du domaine DHR2+PXXP phosphorylé. Nous pouvons toutefois conclure qu’en 
cellules, l’expression des différentes kinases ne semble pas affecter l’activité de 
Dock5. 
 
Objectif #2.7: Effet de la phosphorylation sur l’interaction entre Dock5 
et ses partenaires 
 Les sites de phosphorylation que nous avons détectés par spectrométrie de 
masse lors de la stimulation à la fibronectine sont situés dans la région PXXP de 
Dock5. Puisque ces régions sont généralement responsables des interactions avec les 
protéines contenant des domaines SH3, nous croyons que la phosphorylation 
pourrait réguler l’interaction entre Dock5 et différentes protéines contenant des 
domaines SH3. Nous avons tout d’abord testé l’interaction entre Dock5 et les 
domaines SH3 de différentes protéines en utilisant ces domaines purifiés de 
bactéries pour coprécipiter la GEF (figure 19a, p.76). Dock5 est en mesure d’interagir 
avec le domaine SH3 de Grb2, Abl, Src, PI3 kinase. À notre grande surprise, nous 
n’avons détecté aucune interaction entre Dock5 et le domaine SH3 de CrkII, ce qui va 
à l’encontre de certaines données publiées313.  Nous avons testé cette interaction 
entre les protéines pleine longueur en immunoprécipitation et n’avons toujours pas 





























































































Figure 19 | Interaction entre Dock5 et des domaines SH3 de di!érentes protéines.  
a | Interaction entre Dock5 et di"érents domaines SH3. Nous avons tout d’abord testé 
par pull-down l’interaction entre Dock5 et di"érentes protéines contenant des domaines 
SH3. Ainsi, Dock5 peut interagir avec le domaine SH3 de Grb2, Abl, Src et PI3-kinase. b | 
E"et de la phosphorylation de Dock5 sur son interaction avec les domaines SH3. A#n de 
déterminer si la phosphorylation a un impact sur les interactions trouvées entre Dock5 
et les di"érents domaines SH3, nous avons coexprimé en cellules Dock5 avec les 
di"érentes kinases et utilisé les domaines SH3 en pull-down. De façon générale, 
l’interaction entre Dock5 et Grb2, Src et PI3-kinase sont diminuées lorsque Dock5 est 
phosphorylée et cet e"et est plus prononcé pour Grb2. Les quanti#cations représentent 
l’intensité des bandes de pull-down normalisée sur le lysat cellulaire total correspondant. 
LCT est l’abbréviation de lysat cellulaire total, ib est l’abbréviation de immunobuvardage 






Pour déterminer l’effet de la phosphorylation sur ces interactions, nous avons 
répété la même expérience, mais cette fois en exprimant avec Dock5 les différentes 
kinases (figure 19b, p.76). Ainsi, de façon générale, la phosphorylation de Dock5 par 
les kinases diminue l’interaction avec les domaines SH3 testés et cet effet est plus 
prononcé avec Grb2. Ceci est la première évidence d’un impact physiologique de la 
phosphorylation de Dock5. Ainsi, Dock5 phosphorylé serait moins en mesure 
d’interagir avec ces différents partenaires. L’inhibition de la formation de complexes 
protéiques par la phosphorylation aurait possiblement un effet modulateur sur la 
signalisation de Dock5-Rac1. 
 
Objectif #2.8: Effet de la phosphorylation sur la stabilité et la 
localisation de Dock5 
 Lors de nos expériences, nous avons remarqué que deux kinases en particulier 
semblaient faire varier les niveaux d’expression de Dock5: Plk1 et Dyrk1b (résultats 
non-présentés). Nous avons donc décidé de tester leur impact sur la stabilité de 
Dock5 grâce à un essai de marquage en présence de méthionine et de cystéine 35S 
puis différents temps de chasse en présence de ces acides aminés non marqués 
(résultats non-présentés). Ainsi, nous n’avons observé aucune différence significative 
et reproductible des niveaux de Dock5 en présence de ces kinases. De plus, nous 
avons testé notre anticorps anti-pSer1863 en immunohistochimie mais 
malheureusement nous n’avons pas réussi à obtenir de signal spécifique. Nous 
n’avons donc pas pu tester si la phosphorylation de Dock5 affecte sa localisation. 
 Discussion et conclusions 
 
Étude protéomique des partenaires de Rac : rappel des objectifs et des 
résultats 
Notre premier objectif était de mettre au point une technique nous permettant 
de purifier Rac en complexe avec ses partenaires et utiliser la spectrométrie de masse 
pour identifier ceux-ci. Nous avons réussi à établir une méthode de purification 
hautement efficace basée sur la haute affinité entre la streptavidine et la biotine. 
Ainsi, en coexprimant en cellules Rac fusionnée au BIOTAG et la ligase bactérienne 
hBirA, nous avons réussi à obtenir une protéine de fusion Rac-BIOTAG biotinylée 
sans affecter son activité. Une incubation de 10 minutes s’est avérée suffisante pour 
purifier des quantités significatives de Rac à l’aide de billes streptavidine. Bien que 
nous ayons identifié en spectrométrie de masse plusieurs partenaires connus de Rac 
ainsi que plusieurs candidats, nous n’avons pas été en mesure de confirmer 
l’interaction entre Rac et les candidats testés. Malheureusement, l’expression des 
protéines de fusion a rapidement diminué au fil des passages et nous n’avons pas 
été en mesure de répéter l’expérience avec plus de matériel. 
 
La protéomique pour étudier la signalisation des petites GTPases 
À notre connaissance, la protéomique n’a jamais été utilisée pour identifier les 
partenaires des RhoGTPases. Une des raisons est que la majorité des effecteurs de ces 
protéines ont été identifiés dans les années 1990 alors que la spectrométrie de masse 
n’était qu’à ses débuts. De plus, les méthodes généralement utilisées pour purifier 
des complexes protéiques servant à la spectrométrie de masse ne sont pas 
adéquates pour les complexes transitoires. En effet, les méthodes telles que le tap-
tag nécessitant plusieurs heures ne sont pas adaptées à la biologie des Rho GTPases. 




différentes formes de Ras. 285, 350, 351. En effet, la protéomique a permis à ce groupe de 
développer une banque de partenaires potentiels de ces GTPases.  
 
 Un des avantages d’utiliser la protéomique pour identifier les partenaires de Rac 
est de pouvoir activer la GTPase en cellules. La purification de protéines exprimées 
dans des cellules de mammifères plutôt que dans des bactéries ou des levures 
permet d’activer la GTPase physiologiquement sans avoir recours à des formes 
mutantes de la protéine. En effet, bien qu’un grand nombre d’effecteurs et de 
régulateurs de Rac aient été identifiés, plusieurs questions restent sans réponse. 
Ainsi, une de celles-ci est de comprendre comment une GTPase sélectionne parmi ces 
effecteurs selon la GEF impliquée. En effet, plusieurs stimuli activent Rac et induisent 
des réponses cellulaires différentes, et ce, grâce à différentes GEFs. Toutefois, le lien 
moléculaire entre la GEF et l’effecteur n’est pas connu et il est concevable que des 
molécules adaptatrices servent à dicter la spécificité de signalisation. Quelques 
exemples d’un tel lien moléculaire existent dans la littérature telle que l’interaction 
entre Tiam1 et les protéines adaptatrices JIP/IB2 et sinophiline352, 353. Sinophiline 
interagit directement avec Tiam1 et l’effecteur de Rac p70 S6 kinase et favorise donc 
l’activation de cette dernière354, alors que JIB/IB2 est une molécule adaptatrice de la 
voie MAPK p38354. Elle favorise donc l’activation de cette voie par Rac mais inhibe 
aussi l’activation de Pak par Rac. Ainsi, l’utilisation de formes constitutivement actives 
de Rac contourne la nécessité de l’interaction entre la GEF et la GTPase pour qu’il y ait 
activation de la GTPase et ne permet donc pas de mettre à jour des complexes 
protéiques comme ceux-ci.  
 
De plus, de récentes évidences suggèrent que le niveau d’activation de Rac ne 
concorde pas nécessairement avec son habileté à signaler353. Ainsi, notre modèle de 
signalisation des GTPases où le chargement d’une molécule de GTP sur la GTPase est 




simplifiée de la biologie des GTPases. Dans un tel cas, les avantages d’utiliser un 
système intégré pour étudier la formation des complexes formés par les GTPases 
nous permettront de mieux comprendre la signalisation en aval des celles-ci. 
 
 Un autre avantage de mettre à profit la protéomique est la très faible limite de 
détection. En effet, la spectrométrie de masse est de nos jours une méthode 
extrêmement sensible. Ainsi, nous croyons que, conjuguée à la méthode de 
purification très rapide que nous avons mise au point, elle pourrait permettre 
d’identifier des interactions plus transitoires ou de plus faible affinité qui ne 
pourraient pas être découvertes en utilisant les méthodes plus traditionnelles telles 
que le double hybride chez la levure. Les GTPases agissant comme interrupteur 
moléculaire, elles sont désactivées relativement rapidement et il est donc probable 
que certaines de leurs interactions soient labiles. De plus, la protéomique va 
permettre d’identifier des composantes des complexes protéiques qui n’interagissent 
pas directement avec la GTPase. En effet, il est possible que d’autres molécules 
adaptatrices impliquées dans la spécificité de signalisation en reliant la GEF et 
l’effecteur, telles que celles décrites précédemment pour Tiam1, existent. Toutefois, il 
n’est pas essentiel qu’une telle molécule interagisse avec la GTPase pour réguler la 
transduction de signaux. Ainsi, la protéomique, grâce à sa très faible limite de 
détection, devrait permettre d’identifier les composantes des complexes protéiques 
que les autres méthodes n’ont pas permis de découvrir. 
 
Candidats identifiés en spectrométrie de masse 
Malgré les avantages décrits ci-dessus, nous n’avons pas été en mesure de 
confirmer d’interaction entre Rac et les candidats identifiés. Il est d’ailleurs surprenant 
que nous n’ayons pas détecté d’interaction en immunoprécipitation entre Rac et 




pointage MASCOT obtenu (134) est relativement élevé. Dans ce cas, l’utilisation d’un 
agent de réticulation aurait pu s’avérer utile. En effet, si l’interaction in vivo entre Rac 
et Lasp1 est faible il est possible que nous ne pussions la détecter par 
immunoprécipitation.  Lasp1 a été identifié en 1995 comme gène codant pour une 
protéine comportant un domaine LIM et un domaine SH3 d’où elle tire son nom : LIM 
and SH3 domain protein 1313. Elle fait partie de la même famille de protéines que 
Lasp2/Nébulette. Lasp1 est surexprimée dans environ 8% des carcinomes de sein 
humain et est surexprimée dans 55,4% des carcinomes invasives355. Lasp1 contient 
aussi un domaine de liaison à l’actine et interagit avec zyxin grâce à son domaine 
SH3356, 357. Elle est localisée aux sites d’extensions membranaires et aux sites 
d’adhésion focale et est nécessaire pour la migration cellulaire et la prolifération357, 
358. Le rôle principal de Lasp1 semble être de recruter zyxin aux sites d’adhésion 
immatures. Toutefois, la déplétion de zyxin par ARNi ne bloque pas la migration 
cellulaire alors que la déplétion de Lasp1 l’inhibe359. Ainsi, les mécanismes employés 
par Lasp1 pour réguler la migration ne sont pas connus. Lasp1 est donc un bon 
candidat comme partenaire de Rac. En effet, elle est localisée adéquatement aux sites 
d’activation de Rac et pourrait par exemple servir à localiser Rac adéquatement. 
 
Un autre candidat intéressant identifié est le récepteur Fzd10. Bien que nous 
ayons détecté une interaction faible en pull-down en traduisant in vitro ce gène, nous 
n’avons pas résussi à l’exprimer en cellules et nous n’avons donc pas pu pousser la 
caractérisation de cette interaction plus à fond. Ce récepteur fait partie de la famille 
des récepteurs à sept domaines transmembranaires Fzd pouvant lier les protéines 
Wnt. Plus tôt cette année, il a été démontré que Fzd10 peut activer la voie non-
canonique Dvl-Rac1-JNK et induit la formation de lamellipodes lorsque 
surexprimées[Fukukawa, 2009 #439]. Bien qu’il est connu que Rac est activée lors de 
l’activation de la voie non-canonique des Wnt, une interaction directe entre Rac et un 




complexe entre Fzd10 et Rac et il serait intéressant d’étudier plus en détail 
l’interaction détectée. 
 
Il est aussi surprenant que plus de la moitié des protéines identifiées soient des 
protéines nucléaires. Quelques publications rapportent la translocation de Rac au 
noyau toutefois, la fonction biologique de Rac dans cette organelle n’est pas 
connue356, 360. Il semblerait toutefois que la translocation de Rac soit régulée par son 
activation et favoriserait sa dégradation par le protéasome360, 361. Cependant, à notre 
connaissance, aucune interaction directe n’a été rapportée entre Rac et des protéines 
exclusivement nucléaires telles que la DNA topoisomérase 2!. Récemment, l’actine et 
les protéines Arp ont été associées à plusieurs fonctions nucléaires. En effet, les 
protéines Arp4 à Arp9 sont localisées principalement au noyau et possèdent des 
extensions internes ou en N-/C-terminale caractéristiques de cette sous-famille leur 
conférant des propriétés particulières telles qu’une affinité pour les histones361, 362. De 
plus, l’actine est nécessaire pour la transcription par l’ARN polymérase I, II et III363, et 
est impliquée dans la maturation des ARNm, le remodelage de la chromatine et 
l’association entre la chromatine et la matrice nucléaire364, 365. Le complexe Arp2/3 a 
aussi été impliqué dans la régulation de la transcription et il a été démontré que N-
WASP peut promouvoir la polymérisation de l’actine nucléaire  et ceci est important 
pour la régulation de la transcription366, 367. Ainsi, l’étude de l’implication de Rac dans 
la régulation des fonctions nucléaires pourrait ouvrir de nouvelles avenues 
intéressantes, mais il faudrait dans un premier temps s’assurer que la biotinylation de 







 Une des solutions pour contourner le problème de la cytotoxicité de Rac serait 
d’avoir recours à un système d’expression inductible qui permettrait possiblement 
d’obtenir des niveaux d’expression des protéines de fusion plus élevées. Différents 
systèmes inductibles ont été utilisés avec succès pour induire l’expression de Rac WT, 
V12 ou N17368-370. De plus, certains systèmes inductibles ont été utilisés avec succès 
chez des souris transgéniques pour contrôler l’expression de la protéine ectopique371. 
Ainsi, la purification de cellules primaires d’une telle souris nous permettrait d’étudier 
les différents complexes dans lesquels Rac est impliquée selon le type cellulaire. De 
plus, l’expression inductible de Rac ou d’un RNAi contre Rac nous permettrait 
d’étudier l’implication de Rac durant le développement et lors de la formation de 
tumeurs. Des constructions des différentes formes de Rac en aval des éléments de 
réponse de l’opéron de résistance à la tétracycline de E. Coli (tetO) sont présentement 
en cours. Celles-ci vont permettre de contrôler l’expression de Rac grâce au système 
Tet ON/OFF. Ce système inductible repose sur la liaison entre le répresseur de la 
tétracycline de E. Coli (tTA) et les éléments de réponse de tetO372.  Ainsi, en absence de 
doxycycline, tTA peut lier tetO et induit la transcription des gènes situés en aval de 
celui-ci, dans notre cas Rac. Lorsque la doxycycline est ajoutée, elle se lie à tTA et la 
dissocie du promoteur, bloquant alors la transcription des gènes cibles373. Ce système 
a été utilisé avec succès pour contrôler l’expression de Rac et permet non seulement 






Étude de la phosphorylation de Dock5 induite par l’engagement des 
intégrines : rappel des objectifs et des résultats 
 Il existe très peu d’informations dans la littérature concernant les mécanismes 
de régulation des différentes protéines Dock. Notre laboratoire s’intéresse plus 
particulièrement à la signalisation par Dock180 et nous avons donc décidé de faire 
suite à un papier publié il y a plus de 10 ans qui fait mention de la phosphorylation 
de ce qu’ils croyaient être Dock180 en aval des intégrines ou lors de l’expression de 
différents oncogènes371. Ainsi, nous avons dans un premier temps répété leurs 
résultats et nous avons utilisé la spectrométrie de masse afin d’identifier les résidus 
phosphorylés sur Dock180. À notre surprise, nous n’avons identifié aucun peptide 
phosphorylé appartenant à Dock180, mais trois résidus phosphorylés appartenant à 
sa proche cousine, Dock5. Parmi ces trois résidus, un seul a été identifié seulement 
dans l’échantillon stimulé à la fibronectine : la sérine 1863 et nous avons confirmé sa 
phosphorylation lors de la l’engagement des intégrines à l’aide d’un anticorps 
phosphospécifique. Nous savons maintenant que les deux protéines peuvent former 
un dimère. Le criblage du kinome humain nous a permis d’identifier 14 kinases 
pouvant phosphoryler in vitro la région PXXP de Dock5. À l’aide de l’anticorps anti-
pSer1863, nous avons démontré que cette sérine est bien phosphorylée par les 
kinases Mark2, Nek6, Prkd2 et Plk1. Nos données suggèrent que la phosphorylation 
de cette région affecterait la liaison entre des protéines contenant des domaines SH3 
et Dock5, mais aurait peu ou pas d’impact sur l’activité GEF de Dock5. 
 
Hétérodimérisation entre Dock180 et Dock5 
 La présence de Dock5 dans l’immunoprécipitat de Dock180 est, d’après nos 




assez robuste. L’anticorps que nous avons utilisé pour immnuprécipiter Dock180 lors 
de la préparation des échantillons pour la spectrométrie de masse cible l’extrémité C-
terminale de Dock180 qui diffère relativement beaucoup de Dock5. Toutefois, 
l’anticorps utilisé par le groupe de Kiyokawa & al. a été produit dans leur laboratoire 
et ils ne font pas mention de l’immunogène utilisé.  
 
Nous ne connaissons pas la fonction biologique de la dimérisation entre 
Dock180 et Dock5. C’est à notre connaissance les premières données suggérant une 
hétérodimérisation entre les protéines Dock. Toutefois, le laboratoire du Dr. Schwartz 
a déjà rapporté que la protéine Dock9/Zizimin1 peut former des homodimères via 
son domaine DHR2314. De plus, ils mentionnent aussi dans cette publication que 
Dock180 peut former des homodimères mais ils ne testent pas si cette dimérisation 
se fait via le même domaine. Dans le cas de Dock9, la dimérisation semble avoir un 
effet de coopérativité positive et ceci suggère que l’homo- et l’hétérodimérisation 
entre les différentes protéines Dock pourrait jouer un rôle dans la régulation de leur 
activité catalytique. Le cristal de Dock9 en complexe avec Cdc42 a récemment été 
publié305. Dans cette publication, ils rapportent qu’une mutation de l’interface de 
dimérisation formée par deux hélices # bloquant partiellement la dimérisation inhibe 
aussi l’activité catalytique de Dock9 et cet effet est probablement due à la 
déstabilisation d’une troisième hélice impliquée dans la réaction de catalyse. Ainsi, ne 
serait-ce que par la proximité entre l’interface de dimérisation et le domaine 
catalytique, il est possible que la dimérisation soit impliquée dans la réaction de 
catalyse. Outre l’activité GEF, il est envisageable que la dimérisation des protéines 
Dock permette d’amplifier les signaux en activant plus de GTPases aux sites 
d’activation et en permettant de favoriser la formation de complexe via différentes 




Phosphorylation de Dock5 
Tel que mentionné ci-dessus (voir 5.8 p.35), la régulation d’une protéine Dock 
par phosphorylation a été rapportée dans une seule publication et celle-ci 
démontrait que Dock7 est directement phosphorylée en tyrosine par le récepteur 
ErbB2 et ceci augmente son activité GEF pour les GTPases Rac1 et Cdc42374. Ainsi, 
nous avons tout d’abord testé si la phosphorylation de Dock5 affectait son activité 
GEF pour Rac1. D’après nos résultats, l’activation de Rac n’est pas significativement 
affectée par l’expression de différentes kinases et de Dock5. De plus, la stabilité de 
Dock5 ne semble pas non plus être affectée par la surexpression des kinases testées 
et nous n’avons pas été en mesure de tester la localisation de Dock5 lorsque 
phosphorylée. Nos données suggèrent plutôt que la phosphorylation de Dock5 
aurait un effet inhibiteur en l’empêchant d’interagir avec certains de ses partenaires. 
Ceci est toutefois difficile à réconcilier avec la fonction promigratoire de Dock5 en 
aval des intégrines. En effet, Dock5 est nécessaire pour l’étalement et la migration 
cellulaire en réponse au collagène IV303. La phosphorylation de Dock5 est, d’après nos 
résultats, maximale après 60 minutes et est maintenue jusqu’à 3 heures. Ainsi, une 
explication serait que la phosphorylation de Dock5 est un mécanisme de rétroaction 
négative pour inhiber l’activation de Rac après une stimulation prolongée des 
intégrines. On ne peut toutefois pas exclure que la phosphorylation de Dock5 ait des 




D’après la littérature, la région C-terminale de Dock5 est hautement 
phosphorylée en Ser/Thr tout particulièrement lors de la mitose285. De plus, parmi les 
kinases identifiées, au moins 3 sont impliquées dans la régulation du cycle cellulaire : 




de ses partenaires sont hautement régulées lors de la progression du cycle cellulaire. 
Lors de la mitose, les cellules changent complètement de morphologie et adoptent 
une forme très ronde. Ceci est régulé entre autres par la GTPase Rho qui induit la 
contraction des faisceaux d’actine : myosine. Ainsi, il est concevable que la 
signalisation en aval de Dock5 soit inhibée pour éviter l’activation de Rac durant 
cette période.   
 
Nous ne pouvons pas exclure que Dock180 soit elle aussi phosphorylée et que 
les peptides phosphorylés n’aient pas été détectés en spectrométrie de masse. De 
plus, la publication de Kiyokawa & al fait rapport d’une augmentation de la liaison 
entre CrkII et Dock180 lorsque cette dernière est phosphorylée 375. D’après nos 
résultats, Dock5 n’interagit pas avec CrkII. Ainsi, la dimérisation entre Dock180 et 
Dock5 ne réconcilie pas complètement ces données. 
  
De la même façon, il est possible que d’autres résidus soient phosphorylés sur 
Dock5 et que nous ne les ayons pas détectés. En effet, la mutation des résidus 
identifiés en alanine n’a pas diminué les niveaux de phosphorylation de Dock5 en 
essai kinase in vitro ce qui suggère que d’autres sites sont phosphorylés par les 
kinases que nous avons identifiées. Pour cette raison, nous n’avons pas testés le 
mutant Dock5 AAA en essais fonctionnels. Toutefois, l’obtention d’un mutant non-
phosphorylable de Dock5 permettrait d’étudier l’effet de cet événement sur son 
activité GEF, sa localisation et sa stabilité et serait un outil fort util pour la poursuite 
de ce projet. 
 
Criblage du kinome humain 
 Le criblage du kinome humain nous a fourni 14 Ser/Thr kinases pouvant 




confirmées in vitro, nous ne pouvons mettre de côté qu’elles ont une activité kinase 
non-spécifique. De plus, la présence d’un tag GST sur les kinases et sur le substrat 
peut causer certains problèmes. En effet, il est possible que le tag ait modifié la 
conformation des kinases de façon à les activer ou les inhiber, ou encore modifier 
leur activité pour leur substrat. Le tag GST sur le substrat pourrait quant à lui induire 
une affinité artéfactuelle avec la kinase. Ainsi, dans un criblage comme celui-ci, on ne 
peut pas mettre de côté que la phosphorylation détectée in vitro soit due à une 
activité non-spécifique. Cependant, la confirmation de la phosphorylation de la 
sérine 1863 à l’aide de l’anticorps phosphospécifique par au moins 4 des kinases 
suggère que celles-ci sont réellement des kinases pour Dock5.  
 
 Notre objectif initial était d’identifier la kinase responsable de la 
phosphorylation de Dock5 en aval des intégrines. Ainsi, lorsque les résultats du 
criblage nous sont parvenus, nous avons aussitôt fait une revue de la littérature pour 
chacune d’elles en espérant en trouver une dont l’activité semble être reliée à la 
signalisation des intégrines. Malheureusement, aucun lien entre la signalisation par 
les intégrines et les 16 kinases identifiées n’a été trouvé dans la littérature. Nous 
avons ensuite répété l’expérience d’essai kinase in vitro, mais cette fois-ci en stimulant 
les cellules à la fibronectine avant la précipitation des kinases pour tester si l’activité 
d’une d’entre elles est régulée par l’adhésion (résultats non-présentés). À notre 
grande déception, l’activité d'aucunes des kinases n’a varié significativement entre les 
cellules stimulées à la fibronectine et celles gardées en suspension. Ainsi, nos 
données suggèrent que nous n’avons pas trouvé la kinase responsable de la 
phosphorylation de Dock5 en aval des intégrines et d’autres approches telles que 
l’ARNi pourront être utilisées dans le futur pour tenter de la trouver. 
 
Les cascades de signalisation en aval des intégrines impliquent 




résidus Tyrosine. Toutefois, l’activité de certaines Ser/Thr kinases est régulée par 
l’adhésion. Ainsi les voies MAP kinases ERK, JNK et p38 sont activées lors de 
l’engagement des intégrines. De plus, les kinases AKT/PKB, PAK et Ilk sont elles aussi 
régulées par l’adhésion314, 316, bien que l’activité kinase cette dernière soit 
controversée376. Il est déjà connu que l’engagement des intégrines mène au 
recrutement de Dock180 via l’activation des kinases FAK, Src et des molécules 
adaptatrices p130Cas et CrkII319, 320, 376. Ainsi, la découverte d’une nouvelle kinase 
régulant les protéines Dock ajouterait un nouveau mécanisme de régulation à cette 
voie de signalisation. 
 
Les régions PXXP des protéines Dock 
  L’absence d’activité catalytique in vivo du domaine DHR2 de Dock5 est fort 
intrigant puisque le même domaine avec le même tag exprimé dans des bactéries a 
une activité catalytique similaire au domaine DHR2 de Dock180. Ceci suggère qu’il 
existe un mécanisme de régulation que nous ne comprenons pas encore. De plus, 
l’absence d’activité catalytique in vivo des domaines DHR2+PXXP de Dock180 et de 
Dock5 suggère aussi un mécanisme de régulation impliquant la région PXXP. Les 
régions PXXP sont les régions les plus divergentes entre les protéines Dock180, 
Dock5 et Dock2 et pourraient leur fournir différentes spécificités de signalisation. Ces 
régions sont impliquées dans les interactions protéine-protéine et peuvent interagir 
avec les domaines SH3. Ainsi, Kiyokawa & al ont démontré que la phosphorylation de 
Dock180/Dock5 suite à une stimulation à la fibronectine ou à la surpexpression des 
formes oncogéniques de CrkII et Src est associée à une augmentation de la 
formation de complexes entre p130Cas/CrkII/Dock180. Ainsi, la phosphorylation de 
protéines Dock dans cette région peut possiblement réguler l’interaction entre celles-
ci et certaines protéines contenant des domaines SH3. Nous avons donc testé 




grande surprise, Dock5 n’interagit pas avec le domaine SH3 de CrkII et ce résultat a 
été confirmé en immunoprécipitation. Ceci va à l’encontre de données publiées 
précédemment et nous ne pouvons réconcilier le tout314. Nous avons été en mesure 
de démontrer que la phosphorylation inhibe l’interaction entre Dock5 et les 
protéines contenant des domaines SH3. Il est aussi possible que la phosphorylation 




 Bien que nous ayons quelques indices quant à l’effet de la phosphorylation 
de Dock5, beaucoup de travail reste à faire pour comprendre l’impact physiologique 
de cet événement sur la signalisation en aval de Rac. Une des expériences futures 
serait d’étudier la localisation de Dock5 coexprimée avec les différentes kinases dans 
des cellules stimulées à la fibronectine pour tester si la phosphorylation affecte sa 
localisation. De plus, un mutant & PXXP pourrait être utilisé dans des essais 
fonctionnels avec un RNAi contre Dock5 endogène pour tester si cette protéine 
tronquée peut compenser pour la perte de Dock5 ou si au contraire elle est 
nécessaire pour l’activité de Dock5 
 
 Jusqu’à présent, les données publiées suggèrent fortement que Dock5 et 
Dock180 jouent des rôles redondants285, 287. Il serait donc intéressant d’étudier la 
fonction biologique de la dimérisation entre ces deux protéines. Il est concevable 
que les deux protéines coopèrent ensembles pour recruter aux sites d’activation de 
Rac les effecteurs nécessaires pour transduire le signal. De plus, il serait intéressant de 
tester l’interaction entre Dock5 et Dock2 ainsi que d’autres protéines Dock 
appartenant à des sous-familles différentes pour tester si la dimérisation est possible 





Matériel et Méthodes 
 
Anticorps  
Les anticorps suivants ont été obtenus commercialement : anti-Dock180 (H70 et H4), 
anti-ha (F-7) et anti-myc (9E10) de Santa Cruz Biotechnologies, anti-Rac (23A8) de 
Millipore et anti-flag (M2) et anti-tubuline (T5168) de Sigma, Streptavidine-HRP 
(554066) et anti-hCD25-PE (555749) de BD Biosciences. Des anticorps polyclonaux ont 
été générés pour Dock5 et pour pSer1863 de Dock5 en utilisant les peptides du gène 
de Dock5 murin 1819-1838 et 1852-1865 respectivement comme immunogène chez 
Genscript. L’anticorps pSer1863 coréagit avec la forme humaine de Dock5 alors que 
celui contre Dock5 ne coréagit pas à des niveaux détectables. 
 
Culture cellulaire et transfections 
Les HEK293T, Pho3 et les NIH 3T3 ont été cultivées dans du DMEM 10% sérum fétal de 
bovin (FBS), 1% pénicilline/streptomicine (Invitrogen). Les cellules NMuMG ont été 
cultivées dans du DMEM 10% sérum fétal de bovin, 1% pénicilline/streptomycine, 
2mM L-glutamine, 20mM Hepes pH 7.4, 1ug/ml puromycine, 10ug/ml insuline. Les 
HEK293T et les Pho3 ont été transfectées par calcium phosphate selon les procédures 
standards ou par Lipofectamine 2000 (Invitrogen) selon les recommandations du 
fabricant. Les NIH 3T3 et les NMuMG ont été transfectées uniquement par 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen). Généralement, 10ug d’ADN ont été utilisés pour 
transfecter des pétris de 10cm (calcium phosphate) alors que 4ug d’ADN ont été 
utilisés pour transfecter des puits d’une plaque de 6 puits (Lipofectamine 2000). Les 





Stimulation à la fibronectine 
Les cellules ont été incubées toute la nuit dans DMEM 0,5% FBS, détachées dans 1X 
HBSS, 0,01% Trypsine, 25mM Hepes pH 7,4, 5mM EDTA pH 8,0, resuspendues dans 
FMB (Cambrex Biosciences) 0,5% BSA puis incubées 30 minutes en suspension. 
Ensuite, la moitié des cellules ont été déposée sur une plaque de culture cellulaire 
opsonisée avec de la fibronectine pendant 1 heure. L’autre moitié a été maintenue en 
suspension pendant la même période. Pour opsonier les plaques de culture cellulaire, 
elles ont été recouvertes avec 1X PBS 10ug/ml fibronectine (Corning)  et gardées à 
4°C toute la nuit avec une légère rotation. Juste avant l’expérience, les plaques ont 
été lavées extensivement trois fois avec du PBS. 
 
Plasmides et constructions 
Le vecteur pTRE BIOTEV a été obtenu du Dr. Strouboulis. Les gènes hRac1 WT, V12 et 
N17 ont été clonés dans ce vecteur en premier lieu puis sous-cloné avec le BIOTAG 
dans le vecteur pCDNA Zéo à l’aide de Kpn1 et BamH1. Le plasmide rétroviral pOZ 
hBirA a été obtenu tel quel du Dr. Ogryzko, Institut de Cancérologie Gustave-Roussy, 
France. hRac1-flag a été cloné dans pCDNA flag à l’aide Not1-Xho1. hLasp-1 a été 
acheté commercialement du Open Biosystems puis sous-cloné dans pCDNA myc à 
l’aide de BamH1 et EcoR1. Fzd10 a été acheté commercialement de Origene et clonée 
dans pCDNA myc à l’aide de BamH1 et Not1. Les plasmides de Tao1 et Tao3 ont été 
obtenus du Dr. Mélanie Cobb, Université du Texas, Étas-Unis. PKD2 a été obtenu du 
Dr. Tsiokas et Dock5-flag du Dr. Matsuda, Université de Kyoto, Japon. Toutes les 
kinases portant un tag GST ont été obtenues du laboratoire du Dr. Screaton, 
Children’s Hospital of Eastern Ontario Research Institute, Canada. Les domaines SH3 




Institute, États-Unis. La construction Dock5 C-terminale (1561-1868)  fusionnée au GST 
a été cloné dans pGEX 4T1. Les domaines DHR2 (1228-1618) et DHR2+PXXP (1228-
1865) de Dock180 ont été cloné dans pGEX 4T1 et dans pEBG à l’aide de BamH1-Not1. 
Les domaines DHR2 (1258-1643) et DHR2+PXXP (1258-1868) de Dock5 ont été cloné 
dans pGEX 4T1 à l’aide de EcoR1-Xho1 et dans pEBG à l’aide de Not1-Not1. 
 
Infection virale et établissement des lignées stables 
Les virus ont été produits dans les cellules Pho3 dans lesquelles le plasmide rétroviral 
pOZ hBira a été transfecté par calcium phosphate. Le surnageant a été récolté 48 
heures après la transfection, centrifugés et filtrés sur un filtre de 0.45um. La soupe 
virale ainsi obtenue a été déposée sur les cellules d’intérêt (NMuMG et NIH 3T3) à 30-
40% confluente avec 4ug/ml de polybrène (Sigma L107689). Les analyses 
biochimiques ont été faites de 24 à 48 heures après l’infection. Les cellules 
sélectionnées selon leur résistance à un antibiotique ont été divisées 1 : 15 24 heures 
après la transfection puis sélectionnées à la Zéocine (Invitrogen R25001) 24 heures 
plus tard. Elles ont été maintenues en sélection jusqu’à ce que les clones puissent 
être piqués (environ 14 jours) puis maintenues en sélection jusqu’à ce qu’elles soient 
analysées pour l’expression de la protéine d’intérêt. Finalement, les clones conservés 
ont été maintenus dans un milieu complet contenant de la zéocine. 
 
Cytométrie de flux 
Afin de conserver seulement les cellules ayant incorporées le plamise rétroviral, elles 
ont été triées par cytométrie de flux selon l’expression de la région extracellulaire du 
hIL-2R#. Les cellules triées en cytométrie ont été lavées une fois dans le tampon A (1x 
PBS, 1% FBS, 0,09% azide de sodium), détachées dans une solution non-enzymatique 




1x107 cellules/ml. 1-2x106 cellules ont été incubées avec 20 ul d’anticorps anti-CD25-
PE pendant 20 minutes, lavées deux fois dans du tampon A puis resuspendues dans 
500 ul. La cytométrie a été faite par Martine Dupuis et Éric Massicotte de la 
plateforme de cytométrie de l’IRCM sur le trieur MoFlo. 
 
Immunoprécipitation, GST pull-down, PBD pull-down et purification à la 
Streptavidine 
Pour les immunoprécipitaions et les GST pull-down, les cellules ont été lysées 10 
minutes dans 50mM Tris-HCl, pH 7.5, 150mM NaCl, 1% NP-40 (Roche) et 1X Complet 
Protease Inhibitors (Roche). Lorsque nécessaires, 5mM NaF et/ou 5mM EDTA/10mM 
MgCl2 ont été ajoutés au tampon de lyse pour inhiber les phosphatases ou stabiliser 
Rac dans sa conformation déchargée ou chargée respectivement. Pour les 
immunoprécipitations, 500ug de lysats clarifiés ont été incubés avec l’anticorps 
adéquat et des billes de sépharose opsonisées de protéine A (Invitrogen) pendant 45 
minutes. Pour les GST pull-down, les protéines fusionnées à la GST ont été produites 
dans des bactéries BL21 en stimulant 2-3 heures avec 100uM IPTG. Les bactéries ont 
été centrifugées, resuspendues dans 1X PBS 1% Triton 1X Complete Protease Inhibitors 
(Roche) puis soniquées 3 fois 20 secondes avec des intervalles de 1 minute. Les lysats 
bactériens clarifiés ont été incubés sur des billes de sépharose (Amersham) selon les 
procédures standards. Des quantités égales de chaque protéine de fusion ont 
ensuite été incubées avec 500 ug de lysats cellulaires clarifiés pendant 1heure. Pour 
les deux types de précipitation, les billes ont été lavées trois fois dans le tampon de 
lyse, et les protéines chargées sur gel SDS-PAGE et analsées par immunobuvardage 
de type Western. Les PBD pull-down ont été faits en suivant une procédure similaire, 
mais les cellules ont été lysées dans le tampon de lyse MLB (25mM Hepes pH 7,5, 
150mM NaCl, 1% NP-40, 10mM MgCl2, 1mM EDTA, 10% glycérol) et incubés avec le 




Lors de la purification des complexes protéiques à la Streptavidine pour la 
spectrométrie de masse, 20 plaques de 20 cm confluents ont été lysées dans le 
tampon de lyse MLB 1X Complete Protease Inhibitors dans la chambre froide. Les lysats 
ont été clarifiés, filtrés sur un filtre 0,45um puis environ 20mg et 60 mg (NIH 3T3 et 
NMuMG respectivement) ont été incubés 10 minutes avec des billes d’agarose de 
haute capacité opsonisées avec de la streptavidine (Thermo scientific 20357).  
 
Spectrométrie de masse : préparation des échantillons et analyses 
Les protéines purifiées à la streptavidine ont été chargées sur un gel SDS-page pré-
coulé à gradient 4%-15% (Invitrogen) et colorées au Nitrate d’Argent. Chaque puit a 
ensuite été coupé en 15-21 bandes dans la chambre blanche et les bandes ont été 
gardées à -80°C. Pour l’analyse des peptides phosphorylés de Doc180/Dock5, des 
fibroblastes NIH 3T3 ont été incubés toute la nuit dans du DMEM 0,5% FBS, puis 
stimulés à la fibronectine ou gardé en suspension pendant 1 heure dans du FBM 
0,5% BSA (Cambrex Biosciences) (voir précédemment), lysés dans du 50mM Tris-HCl, 
pH 7.5, 150mM NaCl, 1% NP-40 (Roche), 5mM NaF, 200uM NaVO4 et 1X Complet Protease 
Inhibitors (Roche). À partir d’envrion 4mg de lysat cellulaires clarifié, Dock180 a été 
immunoprécipité avec 60ul de l’anticorps anti-Dock180 H70 (Santa Cruz). Les 
protéines ont été chargées sur un gel SDS-page pré-coulé (Invitrogen NP0335BOX), et 
colorées au Bleu de Coomassie (Bio-Rad, 161-0786). La bande correspondant à 
Dock180 a été coupée en chambre blanche et gardée à -80°C. Les analyses de 
spectrométrie de masse ont été faites en partie par la plateforme de protéomique de 
l’IRCM (identification des partenaires de Rac) et par le laboratoire du Dr. Gaétan 
Thibault à l’IRIC (identification des partenaires de Rac et analyse des 
phosphopeptides). Pour l’analyse des peptides phosphorylés, il y a eu une étape 





Transcription/translation in vitro 
Le système T7 TnT (Promega) et de la méthionine S35 ont été utilisés selon les 
directives du manufacturier. Les protéines ainsi obtenues ont été utilisées dans un 
GST pull-down tel que décrit ci-dessus et les résultats ont été visualisés par 
autoradiographie amplifiée par Amplify Reagent (Amersham). 
 
Purification de protéines, chargement in vitro de Rac et essai GEF in vitro 
Les protéines de fusion ont été exprimées dans des bactéries BL21 toute la nuit à 
16°C après induction avec 100uM IPTG à une densité optique de OD600=0,6-0,8. Les 
bactéries ont été lysées par sonication à 4°C dans 1X PBS 1X Complete Protease 
Inhibitors (Roche), centrifugées, filtrées sur un filtre 0,45uM et les protéines ont été 
purifiées sur un ÄKTA PRIME PLUS à l’aide d’une colonne GST Trap HP 1ml. Rac a été 
purifiée de cette façon en présence de 5mM EDTA pH8.0, incubée 15 minutes à 
température pièce dans 10mM Hepes pH 7.4, 100mM NaCl, 2mM EDTA pH 8.0, 0.2 mM 
DTT, 100uM GTP%S/GDP/mant-GDP (Sigm G8634/G7127/Molecular Probe M12414) puis 
stabilisée avec 10mM MgCl2. Rac ainsi chargée a été utilisée dans les 4 heures 
suivantes ou congelée à -80°C. Pour les essais GEF in vitro, Rac1•mant-GDP a été 
incubée avec 10mM Hepes pH 7.4, 100mM NaCl, 10mM MgCl2, 0,2mM DTT, 0.5 mg/ml 
BSA et les lectures ont été prises à température pièce (environ 24°C) à l’aide d’un 
(Spectra Max Gemini EM) toutes les 5 secondes pendant 30 minutes. La longueur 







Marquage métabolique au 35S 
Les cellules ont été incubées 1 heure dans du milieu complet contenant 10mM MG-
132 ou un volume équivalent de DMSO, lavées deux fois puis incubées 15 minutes 
dans du DMEM sans L-méthionine, L-cystéine, L-glutamine et sodium pyruvate, 2mM 
L-glutamine, 1mM sodium pyruvate (Invitrogen), 10mM MG-132 ou DMSO. Puis 
incubée 30 minutes dans le même tampon contenant 0.2mCi/ml de L-méthionine et 
L-cystéine marquées au 35S (EXPRE35S35S Protein Labeling Mix, Perkin Elmer 
NEG772002MC). Les cellules sont ensuite incubées dans du milieu complet pour les 
temps indiqués. Ces cellules ont ensuite été lysées et utilisées en 
immunoprécipitation tel que décrit ci-dessus. Les gels ont ensuite été sèchés et 
incubés 30 minutes dans du Amplify Reagent (Amersham). Les résultats ont été 
visualisés par autoradiographie. 
 
Marquage métabolique au 32P 
Les cellules NIH 3T3 ont été amenées à confluence puis incubées toute la nuit dans 
du DMEM 0,5% FBS. Elles ont ensuite été lavées avec du DMEM sans phosphate 
(DMEM-PF) puis incubées 4 heures dans du DMEM-PF 0,5% FBS 100uCi/ml 32Pi. Les 
cellules ont été lavées de nouveau avec du DMEM-PF, trypsinisées, lavées une fois au 
DMEM-PF 0,5% BSA puis finalement resuspendues dans du DMEM-PF 0,5%BSA 
100uCi/ml 32Pi et incubées ainsi pendant 10 minutes. Finalement, les cellules ont été 
déposées sur une plaque de culture cellulaire opsonisées de fibronectine ou gardées 
en suspension (Corning) et incubées pour les temps indiquées. Ensuite, les cellules 
ont lysées tel que décrit précédemment et Dock180 a été immunoprécipité à l’aide de 
l’anticorps H70. Les protéines ont été chargées sur gel SDS-PAGE et les résultats ont 






Criblage des kinases 
Pour le criblage du kinome, la région C-terminale de Dock5 en fusion avec un GST a 
été purifiée à partir de bactéries tel que décrit précédemment. Les protéiens ont 
ensuite été envoyées dans le laboratoire du Dr. Screaton où le criblage a été fait. 
Brièvement, les kinases ont été transfectées dans des 293T puis les cellules ont été 
lysées et les kinases-GST ont été immobilisées dans le fond d’un puit d’une plaque 
de 96 puits (une kinase/puit). Finalement, le substrat ainsi que de l’ATP%32P ont été 
incubées de façon à phosphoryler in vitro le substrat. Les protéines ont été chargées 
sur un gel SDS-PAGE et les résultats visualisés par autoradiographie. 
 
Essai kinase in vitro 
Les kinases ont été immunoprécipitées tel que décrit précédement puis les billes ont 
été lavées deux fois au 50mM Tris-Hcl pH 7.5, 100mM NaCl, 6mM MgCl2, 1mM MnCl2, 
50uM ATP, 200uM NaVO4, 1mM NaF. Les billes ont été resuspendues dans le même 
tampon contenant 2mM DTT, 5-10uCi ATP%32P (Perkin Elmer NEG502A) et 2ug de 
substrat, et incuber 30-60 minutes à 30°C puis les protéines ont été chargées sur gel 
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